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2.1. Definition von Krebs 
Die  American Cancer Society definiert  Krebs als eine Gruppe von Krankheiten, die 
charakterisiert ist durch unkontrolliertes Wachstum und der Verbreitung entarteter  
Zellen. Wenn die Ausbreitung unkontrolliert passiert, kann sie zum Tode führen. 
2.2. Epidemiologie 
2.2.1. Epidemiologie der Krebserkrankung 
Laut WHO Cancer Report 2008 wird geschätzt, dass in diesem Jahr bei über 12 
Millionen Menschen Krebs diagnostiziert wurde (WHO, cancer report 2008). 
Das macht Krebs, nach kardiovaskulären Erkrankungen, zur zweithäufigsten zum 
Tode führenden Erkrankung weltweit (Abb.2.1, American Cancer Society, Jemal et 
al. 2010). 
Abb.2.1. Die 15 am häufigsten zum Tode führenden Krankheiten in Amerika 2007 (American Cancer 
Society, 2010) 
In den europäischen und amerikanischen Industrieländern hat Krebs die 
Infektionskrankheiten als häufigste Todesursache abgelöst. Daher wird Krebs oft als 
Zivilisationskrankheit der modernen Welt bezeichnet. Allerdings gehört Krebs auch 
in den 3. Welt Ländern zu den häufigsten Todesursachen; und das obwohl 
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Infektionskrankheiten, unter anderem auch HIV, durch die, im Vergleich zu den 
europäischen und amerikanischen Industrieländern, viel schlechteren hygienischen 
Bedingungen und auch Ressourcenknappheit eine große Rolle spielen und die 
Menschen in vielen Fällen nicht das entsprechend hohe Alter erreichen, in dem die 
meisten Krebsarten auftreten. 
Es lässt also daraus schließen, dass Krebs durch bessere hygienische 
Bedingungen, ausreichende Ernährung  und das, aus diesen Faktoren resultierende, 
höhere Alter, begünstigt wird. 
Die effektivere Behandlung anderer Erkrankungen und die daraus resultierende 
Abnahme jener Erkrankungen trugen einen weiteren Teil dazu bei, eine höhere 
Lebenserwartung zu ermöglichen, und aus diesem Grund sind verschiedene 
Krebsraten deutlich angestiegen. 
2.2.2. Epidemiologie der Darmkrebserkrankung 
Diese Tatsache deutet darauf hin, dass die Ernährungsweise bei der 
Darmkrebsentstehung eine bedeutende Rolle spielen dürfte, insofern, dass 
übermäßiger Fett- und Fleischkonsum zu einer höheren Inzidenz für Darmkrebs 
führt.  Vo rallem rotes Fleisch soll die Entstehung von Darmkrebs begünstigen 
(Giovanucci, Willet, 1994). Eine ausreichendes Maß an Obst und Gemüse soll das 
Risiko senken. Unzureichende Bewegung und Rauchen  können den Verlauf und 
die Entstehung ebenfalls negativ beeinflussen. So haben Übergewichtige Personen 
gegenüber normalgewichtigen Personen eine schlechtere Prognose. 
Daher ist es nicht überraschend, dass sowohl in Österreich, als auch weltweit 
Kolonkarzinome zu den häufigsten Krebsarten nach Prostata-, Lungen- und 
Brustkrebs gehören (Abb.2.2). Darmkrebs kommt viel häufiger in 
Wohlstandsgesellschaften vor als in 3. Welt Ländern. 
Daraus resultierend sind die Kolonkarzinomraten  weltweit sehr unterschiedlich. 
Allerdings ist durch die zunehmende Anpassung des Lebensstils der Dritte-Welt- 
Länder an den der westlichen Industrieländer ein Anstieg der Darmkrebsrate in 
diesen Ländern zu verzeichnen. 
Prinzipiell kann gesagt werden, dass Darmkrebs eine Erkrankung des höheren 
Alters ist und dementsprechend auch das Kolonkrebs – Risiko mit dem Alter 
ansteigt; ungefähr 91 % aller Menschen bei denen Kolonkrebs diagnostiziert wird 
sind über 50 Jahre alt. Das Risiko bis zum 75. Lebensjahr an Darmkrebs mit 
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Todesfolge zu erkranken, ging in den letzten 20 Jahren von 2,0% auf 1,1% zurück 
(Östat AUSTRIA 2010). Diese Tatsache ist wohl darauf zurückzuführen, dass  die 
Vorsorgeuntersuchungen immer ernster genommen werden und dadurch eine 
Früherkennung eher möglich ist. Außerdem haben sich die Untersuchungs- und 
Behandlungsmethoden weiterentwickelt. Dadurch wiederum können schon viele 
kolorektale Polypen entfernt werden bevor sie sich überhaupt zu Krebs 
weiterentwickeln können (Abb.2.3). 
 
 








Abb.2.4. Bösartige Neubildungen des Darms von 1984-2008 
 
2.3. Krebsentstehung 
Krebs kann aufgrund genetischer Mutationen entstehen. Hannahan und Weinberg 
beschreiben in ihrem Artikel „Hallmarks of Cancer“ (Hannahan & Weinberg, 2000) 
typische Veränderungen in Zellen und Geweben die für die Entstehung von Krebs 
essentiell sind (Tab.2.1.): 
   
Autarkie von Wachstumssignalen 
Unempfindlichkeit gegenüber 
Wachstumshemmsignalen 
Fähigkeit Apoptose zu umgehen 










1. Autarkie von Wachstumssignalen: 
Diese Fähigkeit wurde als erste der 6 nachgewiesen. Es wurde eine gewisse 
Prävalenz an dominanten Onkogenen gefunden, die die Autarkie modulieren. Um 
von einem ruhenden zu einem aktiven Proliferationstadium zu gelangen brauchen 
normale Zellen mitogene Wachstumssignale. Diese Signale werden über 
Transmembranrezeptoren die an Signalmoleküle (Wachstumsfaktoren) binden, ins 
Zellinnere übermittelt. Tumorzellen können ihre eigenen Wachstumsfaktoren 
herstellen und sind dadurch unabhängig von der Stimulation durch die normale 
Gewebs - Mikroumgebung. Viele Krebszellen erlangen die Fähigkeit 
Wachstumsfaktoren herzustellen, mit denen sie dann interagieren können. Dadurch 
entsteht ein positives feedback Signal – Loop, welches auch als autokrine 
Stimulation bezeichnet wird (Fedi, Tronick,Aaronson,Growth factors in Cancer 
Medicine). 
Zelloberflächen–Rezeptoren werden während der Tumorpathogenese häufig selbst 
dereguliert. Tyrosinkinaserezeptoren werden in Krebszellen häufig überexprimiert. 
2. Unempfindlichkeit gegenüber Wachstumshemmsignalen: 
Im gesunden Gewebe sorgen Antiproliferations – Signale für die Erhaltung von 
Gewebshomeostase und Zellruhe. Antiwachstums – Signale können die Proliferation 
auf 2 Arten verhindern: indem sie Zellen aus dem aktiven Proliferationszyklus in den 
ruhenden oder in den postmitotischen Zustand zwingen. Gerade entsthende 
Krebszellen müssen diesen Antiproliferationssignalen ausweichen um sich 
weiterzuentwickeln. Während der Kolon – Kanzerogenese dient die Inaktivierung 
des APC/ß-Catenin Signalwegs dazu, dass die Abwanderung der Enterozyten in die 
Krypten blockiert wird und in einen differenzierten, postmitotischen Zustand 
übergeht. 
 
3. Fähigkeit Apoptose zu umgehen:  
Die Fähigkeit von Tumorzellen ihre Zellzahl zu vergrößern wird nicht nur durch die 
Proliferationsrate sondern auch durch die Rate der Zellabnahme bestimmt. 
Apoptose, also programmierter Zelltod, ist eine Hauptursache der Zellabnahme. Das 
Programm zur Apoptose ist in latenter Form in allen Zelltypen im Körper 
vorhanden.Im Jahr 1972 entstand die Idee, dass Apoptose als Barriere gegen Krebs 
dienen könnte, als Kerr, Willie und Currie massive Apoptose in einer schnell 
wachsenden Zellpopulation beschrieben bei der hormonabhängie Tumore dem 
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Hormon – Verlust folgten (Behrens and Lustig 2004; Harris 1996; Hayflick 1997; 
Huelsken and Behrens 2002; Kerr et al. 1972; Kitaeva et al. 1997; Miyoshi et al. 
1992; Rubinfeld et al. 1993; Shimokawa et al. 2003a; Sparks et al. 1998; Sporn 
1996; Sporn 1997; Su et al. 1993). Resistenz gegen Apoptose kann auf 
unterschiedlichen Wegen von Krebszellen erreicht werden. Die häufigste Ursache 
den proaptotischen Regulator außer Kraft zu setzen ist eine Mutation des p53 – 
Tumorsuppressorgens. Dadurch wird sein Produkt, das p53 Protein, in mehr als 
50% der Krebsarten, deaktiviert, was dazu führt, dass die Apoptose nicht induziert 
werden kann (Ornitz and Itoh 2001). 
 
4. Uneingeschränktes Potential sich zu replizieren: 
Viele Zellen im menschlichen Körper besitzen ein intrinsisches, zellautonomes 
Programm, das ihre Fähigkeit zur Vermehrung einschränkt. Dieses läuft unabhängig 
von Zell–Zell –Signalwegen ab. Zellkultur–Experimente zeigten, dass Zellen ein 
begrenztes Replikations – Potential haben. Nach einer Reihe von Verdopplungen 
hören die Zellen auf zu wachsen, ein Zustand der Seneszenz genannt wird. Viele 
Arten von Tumorzellen haben in Kultur das Potential sich scheinbar unendlich oft 
replizieren zu können, was zu der Annahme führt, dass die Zellen in vivo während 
der Tumorprogression auch dieses Potential haben, und dieses notwendig war um 
ihren malignen Zustand zu erreichen (Hayflick 1997). 
 . 
5. Ununterbrochene Angiogenese: 
Die Versorgung mit Blutgefäßen ist essentiell um das Gewebe mit Sauerstoff und 
Nährstoffen zu versorgen und so das Überleben der Zellen sicherzustellen. Der 
Prozess, neue Blutgefäße aus bereits bestehenden zu erzeugen, wird Angiogenese 
genannt. Man könnte annehmen, dass proliferierende Zellen die Fähigkeit besitzen 
das Wachstum von Blutgefäßen anzuregen, aber verschiedene Versuche beweisen 
das Gegenteil. Die neuentstandenen Tumorzellen müssen die  Fähigkeit zur 
Angiogenese entwickeln  (Bouck et al. 1996; Hanahan and Folkman 1996). Die 








6. Lokale Invasion und Metastasierung: 
Im Verlauf der Krebsentwicklung breitet sich der Tumor aus und befällt 
angrenzendes Gewebe. Er kann weit wandern und neue Kolonien bilden. Diesen 
Vorgang nennt man Metastasierung und er verursacht 90% aller durch Krebs 
verursachten Todesfälle (Sporn 1996). Krebs kann als eine Erkrankung zellulärer 
Signalmechanismen aufgefasst werden, die von genetischen Zellschäden ausgeht.  
In Krebszellen kommt es zu Störungen der Regelkreise, die notwendig sind um die 
Homöostase aufrechtzuerhalten; das heißt Wachstum und Differenzierung zu 
steuern. Diese Regelkreise sind aus inter- und intrazellulären Signalen aufgebaut. 
Diese Störungen basieren meist auf Mutationen von Genen deren Produkt in der 
Vermittlung von Wachstumssignalen aktiv ist. Krebsentwicklung wird dann 
ermöglicht wenn die Veränderungen zu einem Wachstumsvorteil für die Tumorzellen 
führen. Krebs entsteht in einzelnen Zellen, die Klone bilden deren Tochterzellen 
noch andere Mutationen tragen die weiter zu einem Wachstumsvorteil führe und 
außerdem zur Bildung neuer Klone führen. 
2.3.1. Mehrstufenprozess der Kanzerogenese 
Die Kanzerogenese  ist ein Mehrstufenprozess. Das heißt sie führt schrittweise zur 
Entstehung bösartiger Zellen. Normale Körperzellen werden also nicht durch eine 
einzige Mutation oder spontan in  maligne Zellen umgewandelt. Die Kanzerogenese 
lässt sich in Initiation, Promotion und Progression gliedern (Schulte Hermann 2004, 
Lehrbuch der Toxikologie). Das Modell mit Initiation und Progression wurde von Sall 
und Shear schon in den frühen 40ern entwickelt (Shear and Ilfeld 1940). 
 
 






Der erste Schritt  ist irreversibel und kommt häufig durch mutagene Noxen zustande. 
Für solche gentoxischen Wirkungen sind proliferierende Zellen besonders anfällig. 
Resultat der Mutation, muss ein Wachstumsvorteil für die mutierten Zellen sein, 
damit die Krebsentwicklung eingeleitet werden kann. Häufig haben die Zellen jedoch 
nur einen geringen Wachstumsvorteil. Allerdings stimulieren die Promotoren ihre 
selektive Vermehrung.  Die Zellen verwandeln sich in prämaligne Zellen, potentielle 
Tumorzellen. Die Initiation alleine kann aber kein Tumorwachstum bewirken oder 
nur ein sehr langsames. 
 
Promotion: 
Tumorpromotion ist jener Vorgang, der präferentiell das Wachstum initiierter Zellen 
stimuliert. Dadurch werden initiierte Zellen selektiert und wachsen zu prämalignen 
Läsionen heran. Dieses selektive Wachstum fördert den Prozess der 
Krebsentwicklung. Im Gegensatz zu Initiation ist die Tumorpromotion reversibel und 
hängt von einer chronischen Wirkung der Promotoren ab. 
 
Progression: 
Es kommt zu Akkumulationen von Mutationen, und prämaligne Tumore entstehen. 
Als Progression bezeichnet man die Entwicklung von Karzinomen aus gutartigen 
Tumoren die in vorhergehenden Schritten entstanden sind. Das geschieht in der 
Mehrzahl durch weitere Mutationen. Dabei werden auch DNA-Reperaturgene 
ausgeschaltet, wodurch die Wahrscheinlichkeit weiterer Mutationen deutlich erhöht 
wird.  











2.4.1. Dukes Klassifizierung 
Die Dukes Klassifizierung aus dem Jahr 1932 ist das ursprüngliche System zur 
Einteilung der Kolonkrebsstadien von Patienten. Es wurden 3 Gruppen definiert (A, 
B und C) um die Tiefe und Ausbreitung des Tumorbefalls einzuteilen. A bezeichnet 
das Anfangsstadium und C  ein weit fortgeschrittenes. Ein 4. Stadium (D) wurde von 
Astler-Coller eingeführt. Das American Joint Committee on Cancer (AJCC) stellte 
das TNM (Tumor, Node, Metastasis) Stufensystem vor, ebenfalls mit 4 Abstufungen. 




Tumor reicht in die Darm- Mucosa hinein, aber nicht darüber hinaus 
Stadium 
B1 
Tumor reicht in die Propria muscularis der Darmwand, aber nicht hindurch 
Stadium 
B2 
Tumor reicht sowohl in als auch durch die propria muscularis der Darmwand  
Stadium 
C1         
Tumor reicht in die Propria muscularis der Darmwand aber nicht hindurch, mit 
Krebsbefall der Lymphknoten 
Stadium 
C2 
Tumor reicht sowohl in die propria muscularis der Darmwand als auch hindurch, mit 
Krebsbefall der Lymphknoten 
Stadium 
D 
Tumor, der auch außerhalb der Lymphknoten gestreut hat (Befall v. Organen) 




























Stadium T1 Tumor befällt Submucosa 
Stadium T2 Tumor befällt Propria muscularis 
Stadium T3 Tumor reicht durch die Propria muscularis bis in die Subserosa oder in perirektales 
oder periphäres Kolongewebe 
Stadium T4 Tumor befällt andere Organe und Struktoren und/oder durchbohrt das viszerale 
Peritoneum 
Node  
Node N0 Keine regionalen Lymphknoten Metastasen 
Node N1 Metastasen in 1-3 regionalen Lymphknoten 
Node N2 Metastasen in 4 oder mehr Lymphknoten 
Metastasen  
Stadium M0 Keine entfernten Metastasen vorhanden 
Stadium M1 Entfernte Metastasen vorhanden 
Stufen  
Stufe I Der Krebs hat begonnen sich zu verbreiten, allerdings nur in der Innenschicht 
Stufe II Der Krebs hat sich zu anderen Organen ausgebreitet, die nahe Kolon und Rektum 
liegen, allerdings sind keine Lymphknoten befallen 
Stufe III Der Krebs hat sich bis zu den Lymphknoten ausgebreitet, aber noch nicht zu weiter 
entfernt liegenden Körperteilen 




Tab.2.4. TNM – Stufensystem mit Dukes Klassifizierung (American Joint Comission on Cancer) 
Benigne (gutartige) Tumore treten in 3 histopathologischen Formen auf: Adenom, 
Hamartome und hyperplastische Polypen. 
2.4.2. Kolon – Anatomie 
Das Kolon (=Grimmdarm) bildet zusammen mit dem Rectum  (=Mastdarm) und dem 
Caecum (=Blinddarm) das Intestinum Crassum (=Dickdarm).  
Das Kolon wird unterteilt in Colon ascendens , Colon transversum  , Colon 
descendens  und Colon sigmoideum. 
 
 
Abb.2.5. Die Anatomie des Kolons (Klinische Forschergruppe 179) 
  
Im Kolon finden die Elektrolyt- und Wasserresorption statt, sowie die Resorption von 
Elektrolyten in die Blutbahn. Nachdem die Verdauung im Ileum beendet ist, erhält 
der Dickdarm unverdauliche Reste, die dann durch Bakterien zersetzt werden. 
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Hierbei spielen die Peristaltik und Antiperistaltik eine große Rolle, die den 
Nahrungsbrei  durch den Dickdarm bewegen und eindicken. 
Das Kolon weist typische äußere Merkmale auf, die Tänien, Verdickungen der 
äußeren Längsmuskelschicht. Die Wandschichten bilden Kontraktionsfalten, die 
sogenannten Plicae semilunares coli.  
Zwischen zwei Plicae entstehen außen am Dickdarm Aussackungen, Haustra coli. 
(Taschenatlas Anatomie, Fritsch, Kühnel). 
2.4.3. Tumorgenese in der Darmschleimhaut 
Das Kolon–Epithel erneuert sich alle 4-6 Tage. Dies geschieht durch 
Zellproliferation, Migration und Differenzierung. Diverse Signalwege wirken an 
diesen Geschehnissen mit, wie zB. der Wnt – Signalweg. 
 
Abb.2.6.Normale und abeerante Krypten (Schulte – Hermann aus dem Lehrbuch: Toxicology) 
 
Das Darrmepithel besteht aus Epithelzellenschichten die zu Krypten (Einstülpungen) 
und Villi (Ausstülpungen) gefaltet sind. Es erneuert sich ständig, was zu sehr hohen 
Zellteilungsraten führt. Die Zellteilung findet in den Krypten statt.  Am Boden dieser, 
sind undifferenzierte Stammzellen, die sich kontinuierlich teilen und aus denen auf 
diese Art alle Kryptenzellen hervorgehen. Diese wandern die Wände der Krypten 
entlang hinauf bis zur Oberfläche und zum Darmlumen, wo sie sich dann 
differenzieren. Der WNT pathway kontrolliert das Schicksal der Zellen während der 
differenzieren. Dann wird die Zellteilung beendet und die Zellen gehen in die Gº- 









Abb.2.8. Grade der Dysplasie auf zellulärer Ebene (chrite Website)   
 
Aberrante Krypten (Abb.2.6.) entstehen aus initiierten Stammzellen und stellen das 
erste prämaligne Stadium dar. Sie haben vergrößerte Lumina und eine höhere 
Zellzahl. Die Anzahl der aberranten Krypten korreliert mit der Kanzerogendosis.Das 
Vorhandensein von diesen aberranten Krypten dient häufig als früher Indikator in 
Tumorentwicklung im Darm.  
Das langsame Wachstum der Adenome lässt sich auf die hohe Rate von aktiven 
Zelltod in diesen Tumoren zurückführen. Gleichzeitig kommt es zu phänotypischen 
Veränderungen (Dysplasie). Die meisten Karzinome entstehen innerhalb von 
Adenomen (Abb. 2.7. und 2.8). 
2.5. Signalwege 
2.5.1. Wnt Signalweg (kanonischer Signalweg) 
Die Übertragung von extrazellulären Signalen ins Zellinnere wird durch 
verschiedene Signalwege bewerkstelligt. Einer davon ist der Wnt Signalweg 
(Abb.2.9). Zusätzlich zur Fähigkeit mitogene Signale zu übermitteln, befähigt der 
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Signalweg Zellen in einem relativ undifferenzierten Zustand zu verweilen. Dies ist 
ein wichtiges Merkmal von Krebszellen. 
Wnt Gene codieren für eine große Polypeptid-Familie, die für die Zell-Zell-
Kommunikation in verschiedensten Entwicklungsprozessen verantwortlich ist. 
Deregulierte Wnt–Signale können zur Tumorentstehung beitragen, da Wnts 
Zellproliferation, Zellmorphologie und Zellsterblichkeit beeinflussen. Wnt1 wurde als 
eines der ersten Proto – Onkogene entdeckt. 
Wnt ist ein Glycoprotein, das den Frizzled (fz) – Rezeptor bindet, der an 
heterodimere G–Proteine gekoppelt sein kann. LRP5/6, die zur Familie der Low – 
density – Lipoproteine gehören, sind essentielle Co – Rezeptoren der Wnt – 
Liganden. Mehrere sezernierte Faktoren wie zB. FrzB binden an Wnts und 
blockieren so das Zusammenwirken mit  frizzled Proteinen (Huelsken and Behrens 
2002).Der Wnt – Signalweg kann auf mehrere Arten bei Krebs aktiviert werden: über 
den β–Catenin–Signalweg, den Zell-Polaritäts–Signalweg, der JNK miteinschließt, 
und den Wnt/Ca²+ - Signalweg (Behrens and Lustig 2004). 
 
 
Abb.2.9. Der Wnt – Signalweg (Nature Publishing Group, Gastroenterol. Hepatol. 2006) 
 
Wenn Wnt nicht vorhanden ist, phosphoryliert die Casein Kinase verschiedene 
Schlüsselsubstratproteine. Das wichtigste ist  β–Catenin. Kurz nach der Synthese 
bildet das β–Catenin einen Multiproteinkomplex, auch „destruction compelx“ 
genannt, zusammen mit APC und Axin. Die Glykogen Synthase Kinase (GSK3β) 
phosphoryliert die Serin/Threonin Reste 41, 33 und 37, wobei die Phosphorylierung 
der letzen beiden bewirkt, dass es mithilfe Ubiquitins abgebaut wird.  
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Wnt – Faktoren unterdrücken die Aktivität von GSK-3 β . Wenn Wnt vorhanden ist 
wird die β - Catenin – Phosphorylierung durch dishevelled (Dsh) verhindert, indem 
GSK-3 β vom Axin gelöst wird. Dsh wird von der Par1 – Kinase reguliert, die auf der 
einen Seite Wnt im β–Catenin Signalweg aktivieren und auf der anderen Seite den  
JNK–Signalweg blockieren kann. 
Das stabilisierte β–Catenin wandert in den Zellkern, wo es sich mit den 
Trankskriptionsfaktoren LEF/TCF verbindet. Dadurch können spezifische Wnt – 
Zielgene  transkribiert werden, auch jene die Proteine codieren, die in Zellwachstum 
und Proliferation involviert sind, wie zB. Myc und Cyclin D1. 
 
Wnt und Kolonkrebs 
Wnt – Zielgene  regulieren häufig sowohl Entwicklungsprozesse und Zellproliferation 
als auch Tumorprogression (Abb.2.10). 
 
 
Abb.2.10. Rolle des Wnt – Signalweges  während normaler Homöostase des Kolonepithels und im Tumor 
(Huelsken and Behrens 2002) 
 
Der linke Teil zeigt den normalen Ablauf der Epithel–Proliferation, Migration und 
Apoptose, welcher vom Grund der Krypten nach oben abläuft. Es herrscht ein 
Gradient des wnt–Signals vor. Der rechte Teil zeigt die Entstehung des Kolontumors 
mit anormalem Wnt–Signal, zB. nach APC- oder β - Catenin – Mutationen. Die 
dunklen Nuclei deuten ein erhöhtes β–Cateninlevel an. Die Mutationen führen zu 
einer gesteigerten Proliferations- und einer erniedrigten Differenzierungsrate. 
Da APC oder oder β – Catenin häufig in Kolonkarzinomen mutiert waren, schloß 
man darauf, dass der wnt-Siganlweg zu den für Krebs relevanten Signalwegen zählt. 
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Mutationen von  β – Catenin wurden hauptsächlich in Mikrosatellit - instabilen 
Kolorektaltumoren gefunden (Kitaeva et al. 1997). Das Zusammenwirken von APC 
und β – Catenin ist bei der Kolonkarzinombildung von großer Bedeutung. Die 
meisten APC – Mutationen die zu Kolonkarzinombildung führten resultieren in einem 
Verlust der β -Catenin Bindungsstellen (Rubinfeld et al. 1993), (Su et al. 1993). 
Die Bindung zwischen APC und β - Catenin ist essentiell für die Funktion APCs als 
Tumorsuppressorgen. Bei Kolonkarzinomen kommen häufig APC – Mutationen vor, 
die die Fähigkeit das  β- Catenin – Level zu senken zerstören (Miyoshi et al. 1992). 
In einer Studie wurde gezeigt dass 90% der untersuchten Kolonkarzinome 
genetische Änderungen in einer oder mehreren im Wnt – Signalweg involvierte 
Komponenten hatten (Thorstensen et al. 2005). 
Wenn keine APC–Mutation vorhanden ist, trägt das Kolonkarzinom häufig 
inaktivierende  Axin –  (Jin et al. 2003), oder aktivierende  β– Catenin – Mutationen 
(Sparks et al. 1998).  Diese Beobachtung verdeutlicht die Wichtigkeit des 
Signalwegs während der Pathogenese.  
Der FGF-Signalweg interagiert mit dem Wnt-Signalweg während einer Vielzahl von 
zellulären Prozessen, wie früher Embryogenese, Körperachsenformation, 
Neurogenese und  kolorektaler Kanzerigenese. Der Signalweg kann die 
Zellproliferation beeinflussen indem er die Expression verschiedener 
Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren induziert. ZB. fand man heraus, dass 
FGF18 bei Kolonkrebs durch TCF/β – Catenin hinaufreguliert wurde. (Shimokawa et 
al. 2003b) . 
Im Jahre 1986 konnte zum ersten Mal ein Zusammenwirken als Onkogene von FGF 
und dem Wnt – Signalweg während der Tumorgenese bei Brustkrebs gezeigt 
werden (Peters et al. 1986). 
 
2.5.2. Mapkinase Signalweg 
Mitogen–aktivierte Protein (MAP) Kinasen sind eine Familie der Protein 
Serin/Threonin Kinasen, die an vielen Signaltransduktionswegen beteiligt sind, 
welche intrazelluläre Geschehnisse wie verschiedene Veränderungen in der 
Entwicklung von Organismen kontrollieren. MAP Kinasen werden auch als ERKs 
(extracellulär-signal-related kinases) bezeichnet. MAP Kinasen wirken in einer 
Proteinkinasen – Kaskade. Diese Kaskade hat mindestens 3 aufeinanderfolgende  
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Proteinkinasen, die in der Aktivierung von multifunktionalen Map – Kinasen gipfeln  
(Lewis et al. 1998). 
Sie stellen eine cytoplasmische Verbindung zwischen aktivierten RAS an der 
Plasmamembran und der Regulierung der Genexpression dar, da aktivierte MAPKs 
in den Nukleus gelangen. MAP Kinasen sind die Hauptbestandteile von 
Signalwegen, die Embryogenese, Zelldifferenzierung und Zelltod kontrollieren 
(Kyriakis and Avruch 2001). Sie werden durch Phosphorylationskaskaden reguliert. 
Da viele Transkriptionsfaktoren durch Phosphorylierung reguliert werden, kann 
MAPK via Phosphorylierung die Aktivität dieser Faktoren beeinflussen und 
regulieren. Transkriptionsfaktoren widerum aktivieren MAPK. Der MAPKinase – 
Signalweg spielt auch bei immunvermittelten Entzündungsreaktionen eine große 
Rolle (Hommes et al. 2003). Es gibt 3 MAP–Kinasen-Signalwege: MAPK, JNK und 
p38. MAPK wird durch Wachstumsfaktoren aktiviert, JNK und p38 durch 
Stresssignale aus der Umwelt. JNK und p38 lösen Apoptose aus. MAPK löst 
hauptsächlich Zellproliferation (Dailey et al. 2005), aber auch Zellzyklusarrest, 
Differenzierung und Apoptose aus (Raucci et al. 2004). MAPKs stellen eine 
Verbindung zwischen aktivierten RAS an der Plasmamembran und der Regulation 
der Genexpression dar, da sie in aktivierter Form in den Nukleus hineinwandern 
können. MAPK ist der wichtigste downstream Signalweg von FGFs während der 
Entwicklung (Corson et al. 2003). 
2.5.3. Phosphoinositol3kinase Signalweg 
Der Phosphoinositol3kinase–Signalweg ist ein Effektor–Signalweg von RAS und ist 
in diverse biologische Prozesse, wie Zellzykluskontrolle, Differenzierung und 
Proliferation involviert. Auch spielt er eine Rolle bei der Determination von 
Organgröße und Körperwachstum. Die Aufgaben des Signalwegs sind häufig 
beschrieben (Sheng et al. 2003); (Vivanco and Sawyers 2002); (Datta et al. 1999; 
Kennedy et al. 1997). 
PI3Ks besitzen eine regulatorische und eine katalytische Untereinheit. Die 
katalytische Untereinheit phosphoryliert  die D3 Hydroxy–Gruppe der 
Phosphoinositide. Sie binden an die PH – Domäne (Akt) und an die Phosphoinositol 
- abhängige Kinase – 1 (PDK-1), dadurch  werden sie an die Plasmamembran 
verlagert, wo dann PDK-1 phosphoryliert und dadurch Akt aktiviert wird (Katso et al. 
2001) . Akt  ist eine Serin – Threonin – Kinase und  hat 3 Isoforme: Akt1, Akt2 und 
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Akt3. Die 3 Gene sind auf den Chromosomen 14, 19 und 1 lokalisiert und  codieren 
für verschiedene Akt – Proteine. Diese befinden sich im Cytosol, werden von 
Wachstumsfaktorenzeptoren vermittelten Signalwegen aktiviert und spielen eine 
große physiologische Rolle in normalen und anomalen Zellen (Whiteman et al. 
2002). PI3Ks vermitteln Signale von Tyrosinkinase – Rezeptoren und ihr Signalweg 
hat eine große Bedeutung bei mitogenen Prozessen. Bei verschiedenen Krebsarten 
wurde festgestellt, dass der PI3K – Signalweg genetisch verändert ist, zB. führt eine  
Deletion der katalytischen Untereinheit  von PI3Kγ bei Mäusen zu 
Kolorektalkarzinomen (Sasaki et al. 2000). Eine erhöhte Expression von Akt wurde 
bei verschiedensten Karzinomen beim Menschen gefunden, zB. bei 
Kolonkarzinomen (Roy et al. 2002); (Itoh et al. 2002; Shao et al. 2000), 
Tyroidkarzinomen (Ringel et al. 2001),  Prostatakrebs (Graff et al. 2000), gastrischen 
Adenokarzinomen (Staal 1987) und Brust- und Gebärmutterhalskrebs (Page et al. 
2000) .  
PI3K  kann auch Apoptose unterdrücken (Brunet et al. 2001); (Franke et al. 2003; 
Franke et al. 1997).Weiters spielt der  Pi3K/Akt Signalweg eine Rolle bei der 
Proliferation von transformierten intestinalen Epitelzellen (Sheng et al. 2001).  
Normale Zellen nutzen verschiedene, überflüssige Signalwege um Lebensprozesse 
zu kontrollieren, unter anderem das Überleben von Zellen.  Dieser Überfluss könnte 
durch Krebs reduziert werden. Außerdem sind Krebszellen im Vergleich zu 
normalen Zellen abhängiger von bestimmten Signalwegen, die von ihren 
Onkogenen vorangetrieben werden (Weinstein and Joe 2006). 
2.6. Genetische Veränderungen bei Darmkrebs 
Auch für Kolorektalkrebs wurde der Mehrstufenprozess der Krebsentstehung 
nachgewiesen, eine Vielzahl an Mutationsereignissen wie zB. D 
die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen und Aktivierung von Onkogenen sind 






Abb.2.11. Mehrstufenprozess bei der Darmkrebsenstehung (verändert durch Longles, Dermott) 
(Longley et al. 2002) 
 
Die Inaktivierung eines Tumorsuppressorgens kann zur Bildung von Kolonkrebs 
führen, wie dies zB. bei APC der Fall ist. Allerdings kann der APC – Signalweg auch 
die Aktivierung von Onkogenen bewirken, wie zB. K-RAS. 
2.6.1. Adenomatous Polyposis Coli (APC) 
Das APC Gen liegt am Chromosom 5q21 und codiert ein Protein, das eine 
entscheidende Rolle beim wnt/β-catenin-Pathway spielt, der wiederum eine 
entscheidende Rolle bei Zelldifferenzierung, -proliferation und Apoptose spielt (Reya 
and Clevers 2005). Weiters ist APC an der interzellulären Adhäsion beteiligt. Kommt 
es nun zu Keimbahnmutationen im APCgen entsteht FAP, eine autosomal dominat 
vererbte Krankheit. Somatische Mutationen führen in ungefähr 80% zu sporadischen 
Tumoren. APC Mutationen führen in der Regel zu einem verkürzten Protein 
aufgrund dessen die Funktion gestört wird (Fearnhead et al. 2001). 
APC ist weiters ein Mikrotubuli – assoziiertes Protein und ist an der Bildung und 
Funktion der mitotischen Spindel beteiligt. Zellen die kein oder zu wenig APC 
besitzen sind anfällig für chromosomale Segregation (Fodde et al. 2001). 
 APC Mutationen mit chromosomalen Anomalien wurden mit frühen kolorektalen 
Adenomen in Zusammenhang gebracht. Diese chromosomale Instabilität könnte ein 
die Tumorgenese vorantreibender Faktor sein (Leslie et al. 2006).  
.Das APC – Wildtyp – Allel ist beim Großteil der kolorektalen Tumoren nicht mehr 
vorhanden ((Kinzler and Vogelstein 1996). Diese Tatsache entspricht der Knudsons 
„2 – hit“ Hypothese zur Tumorgenese (Knudson 1993), welche besagt, dass 2 
Mutationen notwendig sind, eine somatische und eine Keimbahnmutation: eine 
Mutation aktiviert das Onkogen und die zweite ist erforderlich um ein 




RAS ist ein Proto – Onkogen. Ras Mutationen zählen zu den häufigsten genetischen 
Veränderungen in Tumoren unterschiedlichen Typs. Die Ras–Gen–Familie besteht 
aus 3 Isoformen: Harvey- , Kirsten – und N – Ras – Genen. 
Das GTPase aktivierende Protein (GAP) wirkt als Regulator der 3 RAS – Proteine. 
RAS-GAPs katalysieren die Hydrolyse von GTP durch RAS, welches aktives RAS-
GTP zu RAS-GDP umwandelt, das die inaktive Konformation darstellt (Malumbres 
and Barbacid 2003). Dadurch wird die RAS-Aktivität negativ reguliert. 
 RAS reguliert mindestens 3 downstream Kaskaden, welche die Zellproliferation 
kontrollieren können. RAS Proteine können extrazelluläre Signale von diversen 
Rezeptorarten übermitteln. Die aktivierten Kinasen sind: RAF, MAPKK und MAPK. 
Ein weiterer Effektor ist Phosphoinositol-3-Kinase (PIK3). Er reguliert den AKT/PKB 
– Signalweg, welcher beim Überleben von Zellen eine Rolle spielt. In etwa einem 
Drittel aller Krebsvorkommnisse beim Menschen  ist K-RAS mutiert (Bos 1989),  bei 
Kolonkrebserkrankungen mehr als 50% (Andreyev et al. 1998) (Andreyev et al. 
2001) .K-RAS – Mutationen kommen in über 20% kolorektaler Tumoren zusammen 
mit B – RAF – Mutationen vor (Rajagopalan et al. 2002). Diese Tatsache zeigt die 
bedeutende Rolle des RAF/MAPK – Signalwegs während der Kolonkrebs – 
Tumorgenese. Onkogenes K-RAS erzeugte in einem Mäusemodell im intestinalen 
Epithel eine spontane Tumorgenese (Janssen et al. 2005). 
2.6.3. p53 
Ist ein Tumorsupressor – Gen und liegt am Chromosom 17p13. Da das p53 – 
Protein häufig im Nukleus von transformierten Zellen oder Tumorzelllinien 
vorkommt, konnte man darauf schließen, dass es eine große Rolle bei der 
Zelltransformation spielt. In normalen Zellen ist p53 nicht nachweisbar. Das p53 – 
Protein wird benötigt für das Fortschreiten des Zellzyklus. Das Proteinlevel erreicht 
ein Maximum beim Übergang der G1- zur S – Phase, also kurz vor dem Start der 
DNA – Replikation (Reich und Levine, 1984). Wenn p53 blockiert wird, dann wird die 
S-Phase erst gar nicht erreicht. Die Inhibition der Transkription von p53 in Zellen 
führt zu einem kompletten Wachstumsarrest (Shohat et al, 1987). Die signifikanteste 
Funktion des p53, als Tumorsuppressor, wurde entdeckt als man herausfand, dass 
Mäuse, die zu wenig Tp53 hatten, anfällig sind für spontane Tumorgenese 
(Donehower et al. 1992). P53 ist bei ungefähr 50% aller Krebsfälle weltweit 
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(Hollstein et al. 1991),   70% der spontanen Kolonkarzinome (Ilyas et al. 1999), und 
50% aller primären Tumoren mutiert (Grady 2004). 
P53 spielt eine große Rolle im „stress response pathway“ unter anderem bei der 
Entzündungsentstehung. P53 ist am Zellzyklusarrest, Apoptose (Polyak et al. 
1997))., DNA-Reparatur und Seneszenz beteiligt. Alle diese Schritte tragen zur 
zellulären Homöostase bei (Hofseth et al. 2004); (Vogelstein et al. 2000);  (Harris 
and Levine 2005)). 
Genetische Analysen von Kolorektalkrebs zeigten eine hohe Rate an heterozygoten 
Verlust des kurzen Arms von Chromosom 17, das das p53 Gen trägt. (Vogelstein et 
al, 1988). Es konnte gezeigt werden, dass p53 bei Kolonkrebs mutiert ist (Baker et 
al. 1989). 
Am häufigsten kommen  in TP53, dem Gen das p53 codiert, Missense - Mutationen 
vor. Diese Mutationen führen zu einer gesteigerten onkogenen Funktion. Das 
Generepertoire wird verändert, dessen Expression  durch einen Transkriptionsfaktor 
kontrolliert wird  (Dittmer et al. 1993; Lane and Benchimol 1990); (Hsiao et al. 1994). 
2.6.4. Deleted in colon cancer 
DCC ist ein Tumorsuppressorgen und axongeleiteter Rezeptor der Netrin - 1  binden 
kann (Keino-Masu et al. 1996). Es liegt auf Chromosom 18q und ist in 70% der 
kolorektalen Tumore deletiert (Fearon et al. 1990; Vogelstein et al. 1989)). 
Somatische Mutationen die das DCC - Allel  inaktivieren wurden nur in einem 
Bruchteil der untersuchten Kolonkarzinome gefunden (Cho et al. 1994). Allerdings 
spricht für die Rolle von DCC als Tumorsuppressorgen, dass bei kolorektalen 
Tumoren und Zelllinien die Genexpression von diesem merklich verringert oder gar 
nicht vorhanden ist (Kikuchi-Yanoshita et al. 1992). 
 Auch bei anderen Krebsarten wurde festgestellt, dass DCC inaktiviert war, zB. bei 
Brustkrebs (Cropp et al. 1990; Devilee et al. 1991; Thompson et al. 1993), 
Prostatakrebs (Gao et al. 1993) und Leukämie  (Inokuchi et al. 2002; Miyake et al. 
1994). 
2.7. Erbliche Formen der Kolonkrebserkrankung 
Ungefähr 25%  aller Fälle von Darmkrebs sind erblich bedingt. Die restlichen 75% 
entstehen  spontan. Rund 10% sind erblich ohne konkreten genetischen 
Hintergrund, also nicht HNPCC und FAP etc. betreffend (Hisamuddin and Yang 
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2004). Patienten mit Keimbahnmutationen müssen nicht zwingend einen bösartigen 
Tumor entwickeln. Sie sind zwar prädisponiert dazu, müssen aber nicht an Krebs 
erkranken. Es sind weitere Mutationen notwendig, und die Mutationsrate ist 
bewiesenermaßen auch von Umweltfaktoren, wie zB. Ernährung abhängig. 
Epidemiologische Studien zeigen, dass die Ernährung einen großen Einfluß auf das 
Auftreten von Kolonkrebs haben kann (Giovannucci et al. 1994; Giovannucci and 
Willett 1994). 
 
Abb.2.12.Verteilung der erblich bedingten Darmkrebsarten (MedGenMed, 2004) 
 
FAP,  die hamartomatöse Polyposis und HPCC werden in der Grafik getrennt von 
anderen erblichen Formen dargestellt. Spontane Formen: 75%, Erbliche Formen: 
15%, HNPCC: 5%, FAP:  1%, IBD: 1%, MAP: 1%, Hamartomatöse Polyposis: <1  
(Abb.2.12). 
2.7.1. FAP (Familiäre adenomatöse Polyposis) 
Diese Krankheit wird autosomal dominant vererbt, betrifft in etwa ein von 7000 
Individuen und kommt aufgrund einer Keimbahnmutation des APC – Gens zustande 
(Groden et al. 1991; Nishisho et al. 1991). Diese Mutation führt zu einer Bildung von 
hunderten bis tausenden Adenomen, meist zwischen dem 20. Und 40. Lebensjahr 
des Patienten. Dadurch steigt das Risiko einer Karzinom – Bildung drastisch an. Die 
Adenombildung findet auch im oberen Gastrointestinaltrakt statt und Tumore können 
auch an anderen Stellen des Körpers, wie zB. Im Gehirn oder an der Schilddrüse 
entstehen ((Lipton and Tomlinson 2006). 
Die APC- Keimbahnmutation alleine bedeutet nicht, dass der Patient zwangsläufig 
kolorektalen Krebs entwickeln wird, das Risiko dafür ist allerdings deutlich erhöht 
gegenüber Individuen ohne dieser Mutation. Zusätzliche genetische Veränderungen 
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sind zu einer Tumorbildung notwendig. Bei  der Entstehung von FAP ist die Initiation 
der bedeutendste Schritt in der Tumorentwicklung. Während der Initiation ist die 
Mutationsrate gesteigert, was wiederum die Initiationsphase beschleunigt. Die APC 
– Mutation führt zu Proteinen mit verkürztem C-Terminus. Die Mutation der 
„gatekeeper“ – Funktion führt zu einem Ungleichgewicht zwischen Zell – Teilung und 
–Tod (Kinzler and Vogelstein 1996). Komplett inaktivierte APC- Gene kommen in 
sehr frühen neoplatischen Läsionen vor, sogenannten dysplastische abberrante 
Kryptfoci, Vorläufer der Adenome. APC – Mutationen kommen in 80-85% aller FAP 
– Patienten vor (Aaltonen et al. 1993); (Aaltonen et al. 2007) . 
2.7.2. HNPCC (Hereditäres non-polypöses kolorektales Karzinom) 
Diese Erkrankung wird autosomaldominat vererbt  mit einer Häufigkeit von 1:1000. 
Bei dieser Form kommt es zu keinem Auftreten von Polypen. Dadurch ist keine 
Früherkennung der Erkrankung möglich. Patienten die an HPCC erkrankt sind, 
haben ein 80%iges Risiko an  Kolonkrebs zu erkranken und ein 60%iges an Krebs 
des Endometriums. Sie haben prinzipiell ein höheres Risiko an Krebs zu erkranken, 
wie zB. des Magens oder der Eierstöcke (Hisamuddin, Yang, 2004). Im Gegensatz 
zu FAP ist bei HNPCC nicht die Initiationsrate gesteigert sondern die Progressions-
/Transformationsrate (Kinzler and Vogelstein 1996); (Rijcken et al. 2002). 
 
 
Abb.2.13. Vergleich der Krebsentstehung bei FAP- und HNPCC - Patienten 
 
Sie kommt durch Mutationen in Mismatchreparaturgenen (MMR) zustande.  
Die Pathogenese beruht auf einem Phänomen, bei dem es zu Veränderungen von 
kurzen, sich wiederholenden DNA – Sequenzen in den Tumorzellen kommt,  das 
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Mikrosatellit – Instabilität genannt wird (Aaltonen et al. 1993). Dadurch kommt es zu 
einer Vielzahl an Replikationsfehlern. Die häufigsten Mismatchreparaturgene an 
denen Mutationen entstehen sind hMSH2, hPMS2, hMLH1 und hMSH6 
(Hisamuddin, Yang, 2004). Die Progression schreitet sehr schnell voran aufgrund 
der Anhäufung von Mutationen. Mutationen in MMR - Genen verursachen 
genetische Defekte in anderen Genen aufgrund ihrer Mikrosatellit – Sequenzen in 
den Kodierungsregionen. Diese Gene können eine Rolle bei der 
Wachstumskontrolle spielen und sich wie Tumorsuppressorgene verhalten, zB. der 
Rezeptor Typ II des TGF – β oder des IGF2 und BAX, welche in die Apoptose – 
Kontrolle involviert sind (Rampino et al. 1997). 
HCT116 ist eine typische Zelllinie für die erbliche Krebsvariante, da sie das 
sogenannte missmatchrepair – Defizit haben. Dies führt dazu,  dass die 
Wahrscheinlichkeit einer Mutation bei jeder Zellteilung 100 – 1000fach erhöht ist. 
2.8. Rolle der Neoangionese bei der Krebsentwicklung 
Angiogenese/Neoangionese ist ein wichtiger Aspekt in der Entwicklung, Progression 
und Metastasierung maligner Tumore. Hierbei handelt es sich um die Bildung neuer 
Blutgefäße aus bereits vorhandenen (Bussolino et al. 1997) . Sie ist notwendig um 
die Sauerstoffversorgung sicher zu stellen. Angiogenese ist ein normaler Vorgang 
sowohl beim Embryo (Vasculogenese) als auch beim erwachsenen Menschen, der 
auch eine große Rolle bei der Wundheilung spielt. In den 70er Jahren wurde 
nachgewiesen, dass das Tumorwachstum stoppt wenn keine Angiogenese statfindet 
(Folkman 1996) .Der experimentelle Beweis für die Wichtigkeit die Angiogenese im 
Tumor zu induzieren und aufrechtzuerhalten, stammt von Hannahan und Folkmann. 
Die Fähigkeit dazu wird über den sogenannten „angiogenic switch“ erreicht 
(Hanahan and Folkman 1996). Einige natürlich vorkommende Aktivatoren für die 
Angiogenese sind: TGFα, EGF, VEGF und FGF (Lomberk 2010). Bei Darmkrebs 
wurde ein Zusammenhang der VEGF – Expression, des p53 –Status und der 
Angiogenese gezeigt (Faviana et al. 2002) .Das Zusammenwirken zwischen Tumor 
und Tumor – Mikroumgebung ist essentiell für weiteres Wachstum und Ausbreitung 
des Tumors (Abb.2.14). Die extrazelluläre Matrix wirkt mit unterschiedlichen 
Zelltypen zusammen, wie Karzinomzellen, Fibroblasten, Immunzellen und 
extrazelluläre Matrimoleküle ( 
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Fibroblasten in der stromalen Mikroumgebung umgeben die Krebszelle und 
kommunizieren mit ihr (Tlsty and Coussens 2006). Sie können die Tumorbildung 
beeinflussen (Bhowmick et al. 2004)  und die Tumorprogression stimulieren (Olumi 
et al. 1999). Makrophagen induzieren bzw. stimulieren die Angiogenese in 
Krebszellen (Joimel et al. 2010)  und sind der Hauptbestandteil entzündlicher  
Infiltrate die in Tumoren vorkommen, sie werden als tumorassoziierte Mikrophagen 
(TAM) bezeichnet (Gottfried et al. 2003). 
         
Abb.2.14. Tumor –Mikroumgebung (Hannahan and Weinberg, 2000, verändert durch Nyberg et al.: Tumor 
microenvironment and angiogenesis) 
2.9. Transforming Growth Factorβ (TGFβ) 
TGFβ´s sind eine Cytokinfamilie, die antiproliferative Aktivitäten auf viele Zelltypen 
ausübt. Sie können einen Zellzyklusarrest bewirken und Apoptose induzieren.  
Der TGFβ Rezeptor – Komplex  wirkt als Tumorsuppressorgen (Markowitz and 
Roberts 1996) .  
2.10. Transforming Growth Factorα  (TFGα) 
Beim Tumorwachstum und Überleben von Tumorzellen spielt die autokrine 
Stimulation von TGFα eine große Rolle. TGFα wird zu Beginn der Tumorentwicklung 
hinaufreguliert. TGFα unterdrückt den Zelltod in Tumoren. 
In kolorektalen Tumoren wurde gezeigt, dass Zellwachstum und –überleben durch 
TGFα gefördert wird (Untawale et al. 1993). Ein Zusammenhang von TGFα mit 
verringerten Apoptoseraten konnte gezeigt werden  (Habel et al. 2002). 
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Die Hemmung  des TGFα – Signalwegs führte widerum zu einer verstärkten 
Apoptose (Partik et al. 1999). 
2.11. Vascular endothelial growth factor  (VEGF) 
VEGF wirkt endothelspezifisch und ist vorallem während der Initiation der Angionese 
von großer Bedeutung, während Ephrine und Angiopoietine erst bei der 
nachfolgenden Reifung wirken. Alle 3 Rezeptoren gehören zu den 
Thyrosinkinaserezeptoren. Die Erkenntnis, dass VEGF wirksam und spezifisch für 
vaskuläre Endothelzellen ist, führte zu der Annahme, dass er eine bedeutende Rolle 
bei der Wachstumsregulation (sowohl physiologisch als auch pathologisch) spielen 
könnte (Leung et al. 1989; Ferrara et al. 1991). Das kardiovaskuläre System 
entwickelt sich als erstes Organsystem  im Embryo und erreicht auch als erstes volle 
Funktion. Die Entwicklung des Gefäßsystems ist essentiell für die Reparatur 
beschädigten Gewebes und die Reproduktionsfunktionen des Erwachsenen. 
Angiogenese spielt auch eine große Rolle während der Pathogenese diverser 
Funktionsstörungen wie Tumore, Schuppenflechte, rheumatoide Arthritis, 
Makulardegeneration und Retinopathien (Folkmann et al., 2005). 
Die Hemmung von VEGF resultiert in einem klinischen Vorteil, wie zum Beispiel 
höhere Überlebensrate von Patienten  mit fortgeschrittenen bösartigen Tumoren. 
Dadurch wurde die Hypothese bestärkt, dass ein Hemmen der Angiogenese eine 
gute Startegie ist um Krebs zu behandeln (Yang et al. 2003 ; Hurwitz et al. 2004) In 
vitro fördert VEGF das Wachstum von vaskulären Endothelzellen, die von Arterien, 
Venen und Lymphgefäßen  stammen (Pepper et al. 1992). In Tumoren konnte 
nachgewiesen werden, dass VEGF in neu enstandenen, nicht aber in schon länger 
bestehenden Gefäßen vorhanden ist (Benjamin et al. 1999; Yuan et al. 1996). 
VEGF spielt eine große Rolle in Knochenmarkszellen bei der Hämatopoese 
(Broxmeyer et al. 1995). Ein VEGF-abhängiger Signalweg ist essentiell in der 
Hämatopoese in Drosophila, wo er Migration und Proliferation von Blutgefäßen 
kontrolliert (Cho et al. 2002);  (Munier et al. 2002). VEGFR1 fördert die Migration und 
Invasion in Pankreas-Carcinom-Zellen (Wey et al. 2005). 
Strukturell ist der VEGF dem PDGF (Platelet Derived Growth Factor) homolog. 
VEGF ist ein haparinbindendes, homodimeres Glycoprotein (Ferrara and Henzel 
1989). Der Verlust der heparinbindenden Domäne führt zu einer Verminderung der 
mitogenen Aktivität von VEGF (Keyt et al. 1996). Andere wichtige 
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Wachstumsfaktoren wie EGF, IGF-I. PDGF, TGFα, TGFβ und FGF regulieren die 
VEGF mRNA – Expression hinauf (Pertovaara et al. 1994; Warren et al. 1996), was 
zu der Annahme führt, dass die autokrine und parakrine Ausschüttung  dieser 
Faktoren zusammen mit einer Hypoxie wirkt um die Freisetzung von VEGF ins 
Microenvironment zu regulieren. VEGF bindet an 2 Tyrosinkinasen: VEGFR1 und 
VEGFR2. Beide haben 7 immuneglobuline – like (ig-) Domänen  in der 
extrazellulären Domäne, eine single Transmembranregion und eine Konsensus 
Tyrosinkinasesequenz (Terman et al. 1991). Insgesamt sind 7 Formen des VEGF 
beschrieben. 
2.12. IGF 
Das Wachstum in der Kindheit von Menschen und Mäusen hängt von der Wirkung 
der  IGFs ab (Pollak et al. 2004). Das IGF-System besteht aus IGF1 und IGF2, 
welche mit den beiden Rezeptoren IGFR1 und IGFR2 interagieren. 
IGF1 (=Somatomedin C) wird hauptsächlich in der Leber gebildet und 
Wachstumshormone können eine Hinaufregulierung der IGF1-Gen- Expression 
bewirken. IGF1 besitzt  mitogene Eigenschaften durch Steigerung der DNA-
Synthese und Stimulierung der Cyclin D1 – Expression. Dieses Cyclin beschleunigt 
den Zellzyklus, von der G1- zur S-Phase (Furlanetto et al. 1994);  (Dufourny et al. 
1997). Eine weitere wichtige Eigenschaft von  IGF1 ist die Hemmung von Apoptose 
((Minshall et al. 1997; Parrizas and LeRoith 1997). Die  Aktivierung von FGFR1 
geschieht meistens durch Ligandenbindung (Yee 2006). Eine IGF1R - Aktivierung 
erfolgt als Endokrinantwort auf eine hohe IGF1 Konzentration oder als Antwort auf 
eine autokrine Produktion von Tumorzellen (Khandwala et al. 2000;  Pollak et al. 
2004). 
Man fand heraus, dass eine Überexprimierung von  IGFR1 in betsimmten Tumoren 
zu einer aggressiven Ausprägung führt (Xie et al. 1999). In einer Studie konnte  
IGF1 die VEGF-Genexpression hinaufregulieren und so die Angiogenese einer 
Brusttkrebszelllinie stimulieren (Oh et al. 2002). Auch Motilität und Migration können 
in Melanom- und Neuroblastoma Krebszelllinien durch IGF1 gesteigert werden 
(Meyer et al. 2001; Satyamoorthy et al. 2002) . 
IGFII hat antiapoptotische und mitogene Eigenschaften, die zur Regulierung von 
Zellproliferation und Differenzierung beitragen. Allerdings wird angenommen, dass 
sie eine weniger  bedeutende Rolle im postnatalen Wachstum spielen als FGF1. 
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Tierexperimente stützen die Hypothese, dass die Wirkungen des FGF2 durch FGF1 
nach der Geburt ersetzt werden (Yu and Rohan 2000). IGFII reguliert die 
Proliferation von Medullablastoma und seinen cerebralen Vorläuferzellen und hat 
einen wachstumsfördernden Effekt , welcher durch den IGF1R vermittelt wird 
(Hartmann et al. 2005), IGF2 hat ähnliche Wirkungen, der Verlust des genomischen 
Imprints im IGFII-Gen  wurde oft in Zusammenhang mit bösartigen Tumoren 
gefunden (Jarrard et al. 1995;  Oda et al. 1997). 
IGF2 hat höhere Expressionsraten in Krebszellen, die eine starke Tendenz zu 
metastasieren haben (Guerra et al. 1996). Sowohl IGF1 als auch IGF2 werden in 
kolorektalen Tumorzellen überexprimiert (Dignass and Sturm 2001; Thompson et al. 
1990). 
2.13. Fibroblast Growth Factor (FGF) 
FGFs sind unspezifische Wachstumsfaktoren, die viele Zellarten beeinflussen. Sie 
wurden sowohl in Vertebraten als auch Invertebraten identifiziert (Gen Bank/ncbi). 
Sie gehören zu einer großen Peptidfamilie mit gemeinsamen Strukturmerkmalen. 
FGFs von Vertebraten können in Subgruppen und –familien eingeteilt werden. 
Mitglieder einer Familie haben haben große Sequenzgemeinsamkeiten und 
Entwicklungseigenschaften.(Ornitz et al. 1992; Zhang et al. 2006) Das 
Molekulargewicht der unterschiedlichen FGFs liegt zwischen 17 und 34 kDa. 
Die meisten FGFs besitzen eine core Region mit zum Teil identen oder sehr 
ähnlichen Aminosäurenresten (Ornitz 2000). FGFS haben eine hohe 
Heparansulfatproteoglycane  – Affinität und benötigen Heparansulfat um einen der 
vier FGF-Rezeptoren zu aktivieren. Durch diese Bindung werden die FGFs  
gegenüber Hitze - Denaturierungen und Proteolyse stabilisiert und limitieren die 
Diffussion und Freisetzung in den Interstitialraum  (Moscatelli 1987;  Flaumenhaft et 
al. 1990).  FGF benötigt Heparin um FGFR  in Zellen zu aktivieren, welche HSPC 
nicht synthetisieren können oder in Zellen die mit Heparin vorbehandelt sind (Ornitz 
et al. 1992; Rapraeger et al. 1991;  Yayon et al. 1991). 
Ornitz konnte in genetischen Studien weiter zeigen, dass Mutationen von Enzymen 
welche bei der HS-Biosynthese mitwirken den FGF-Signalweg während der 




2.13.1. Biologische Aufgaben des FGF 
Angiogenese und Wundheilung: 
Die Vermutung, dass FGFs als positive Regulatoren während der Angiogenese 
wirken und bei der Wundheilung eine Rolle spielen, wird durch Versuche mit FGF2 
bestätigt. Die Heilung von Hautverletzungen bei Mäusen wurde beschleunigt (Tsuboi 
and Rifkin 1990). In Tiermodellen mit Hunden und Schweinen wurde gezeigt, dass 
die Wundheilung nach einem Myocard -  Infarkt vorangetrieben wurde  
(Yanagisawa-Miwa et al. 1992; Watanabe et al. 1998). Verschiedene 
Wachstumsfaktoren, unter anderem auch FGF-2, werden bei verletzten 
Endothelzellen freigesetzt. Als Stimulus dient die Wunde selbst (McNeil et al. 1989). 
Die Wundheilung wird in 4 Stufen unterteilt: Entzündung, Kontraktion, 
Wiederherstellung und Regeneration. FGFs spielen in mindestens 3 dieser Stufen 
eine Rolle: Entzündung, Wiederherstellung und Regeneration. 
Während der Entzündungs – Phase können FGFs, zusammen mit anderen 
Faktoren, die Migration von entzündlichen Zellen verursachen: FGF1 stimuliert die 
Produktion von Interleukin2, welcher ein Lymphozyt – Wachstumsfaktor ist (Byrd et 
al. 1999). Auch die Platelet - Produktion ganz am Anfang der Wundheilung kann von 
FGFs beeinflusst werden. FGF4 kann die Proliferation von Megakaryozyten 
Vorläuferzellen stimulieren (Konishi et al. 1996). Während der 
Wiederherstellungsphase können FGFs ihr Proliferations -  Potential nutzen und so 
Endothelzellen und Fibroblasten beeinflussen. 
Während der Regenerationsphase wirken FGFs unterstützend bei der Erneuerung 
von Epithelzellen mittels eines autokrinen loops. Bei der Wiederherstellung nach 
chemisch verursachten Schäden am renalen  proximalen Tubulus wird FGF7 in 
interstitiellen Zellen und FGFR2(IIIb), ein spezifisches FGF7 – Rezeptor – Isoform, 
im tubulären Epithel exprimiert. Stromale Zellen geben FGF7 frei und die Ziel – 
Eptithelzelle exprimiert den passenden Rezeptor (Ichimura et al. 1996). 
2.13.2. FGFs während der Entwicklung 
Beim Menschen sind 23 FGFs bekannt, die Zellwachstum und -differenzierung 
Migration und Proliferation während der Embryonalentwicklung regulieren. Im 
erwachsenen Organismus spielen sie eine bedeutende Rolle bei Angiogenese und 
Wundheilung (Ornitz and Itoh 2001). Weiters spielen FGFs eine große Rolle in 
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Wachstum und Überleben von Stammzellen, während der Embryogenese, 
Gewebsregeneration und Karzinogenese (Katoh 2002;  Katoh 2006; ( 
Eswarakumar et al. 2005; Dailey et al. 2005; Chaffer et al. 2007). FGF2 und FGF20 
sind die wichtigsten FGFs Embryogenese und Gewebsregeneration im Darm 
betreffend (Gonzalez et al. 1996; Kirikoshi et al. 2000). Zahlreiche Studien 
beweisen, dass FGFs eine entscheidende Rolle bei Migration, Proliferation, 
Morphogenese und Differenzierung spielen (Powers 2000, Goldfarb 1996). FGFs 
sind mesoderminduzierende Faktoren in Xenopus (Slack et al. 1990) Weiters 
werden auch Spezifität und Erhaltung des Mesoderms durch FGFs reguliert (Griffin 
et al. 1995; Zhao et al. 2003). FGF8 spielt eine Rolle bei der Gastrulation, weiters 
wurde gezeigt, dass FGF8 und/oder FGF4 Einfluß auf die Zellmigration haben (Sun 
et al. 1999). 
Auch an der Organogenese sind FGFs beteiligt, zB. FGF2 und FGF4 bei der 
Ausbildung der Gliedmaßen in Mausmodellen (Webb et al. 1997). Die Rolle des 
FGF – Signalwegs während der Neuralinduktion wurde unter anderem bei Xenopus 
untersucht, es gibt Hinweise, dass FGFs maßgebend an dem Vorgang der 
Neuralinduktion beteiligt sind  (Streit et al. 2000). 
2.13.3. Mutationen des FGF 
Mithilfe von Knock – Out – Mouse-Versuchen wurde gezeigt, dass FGFs  bei allen 
Geweben an der Differenzierung beteiligt sind. Besonders bei der embryonalen 
Entwicklung spielen FGFs eine Schlüsselrolle und haben eine besondere Bedeutung 
während der Gastrulation. Auch an der Organogenese sind sie beteiligt. Aus diesem 
Grund führen Deletionen vieler FGFs oder FGFRs  zu schweren Auswirkungen im 
Phänotyp, bis hin zu embryonaler Sterblichkeit (Ornitz and Itoh, 2001). 
 
 
Tab.2.5. Knock – Out – Maus - Versuche (Eswarakumar,Lax, & Schlessinger, 2005) 
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Es wurde bei einem Screening nach somatischen Mutationen im menschlichen 
Genom festgestellt, dass die Komponenten des FGF – Signalwegs die am 
häufigsten mutierten Kodierungsregionen sind (Greenman et al. 2007).   
Sie vermitteln ihre zelluläre Antworten  durch Bindung und Aktivierung einen der vier 
verschiedenen FGF – Rezeptoren. 
2.14. Fibroblast Grwoth Factor Receptor (FGFR) 
Beim Menschen gibt es 4 Rezeptoren: FGFR1 – 4, die zwischen 55-72% 
Homologien  auf Proteinlevel aufweisen (Johnson and Williams 1993). 
 
 
Abb.2.15: Vergleich der FGF – Rezeptoren verschiedener Gene auf Aminosäurelevel 
 
Die Rezeptoren verfügen über eine extrazelluläre Region, eine 
Transmembrandomäne und eine intrazelluläre Region. Die N-terminale 
extrazelluläre Region hat 3 verschiedene immunglobulin – like Loops: IgI, IgII und Ig-
III. Die transmembrane Domäne verbindet extrazellulär mit intrazellulär. Weiters gibt 
es eine heparinbindende Sequenz (Lee et al. 1989; Johnson et al. 1990;  McKeehan 
et al. 1998). 
2.14.1 FGFR und Krebs 
Während der Tumorgenese spielt die Deregulation von FGF-Signalen auf FGFR-
Level eine große Rolle und kann in 3 Formen auftreten: Fehlexpression, 
Punktmutation und Splice Variation (Powers, McLeskey, & Wellstein, 2000). Weiters 
können die FGFs überexprimiert werden, was aufgrund des vielfältigen 
Wirkungsspektrums von FGFs Einfluss auf Migration, Proliferation und Angiogenese 
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haben kann (Eswarakumar, Lax & Schlessinger, 2005). Bei verschiedenen 
Krebsarten wurde festgestellt, dass verschiedenste FGFs im Tumorgewebe, 
verglichen mit normalen Zellen, überexprimiert wurden. Allerdings wurden auch 
gegensätzliche Ergebnisse gefunden und zwar eine Herrunterregulierung von 
FGFRs in Verbindung mit Tumorgenese. 
 




Splice-Varianten der FGFRs: 
Verschiedene FGF – Rezeptoren können auf 2 Arten exprimiert werden: Die 
Exprimierung von Splicevarianten eines FGFR Gens oder verschiedener FGFR 
Gene. 
 




Einer der wichtigsten Mechanismen, durch welchen FGFRs die Spezifität für 
verschiedene FGFs bestimmen, ist die abwechselnde Exon Verwendung der IgIII – 
Formen. Die für die 3 möglichen IgIII – Domänen (IgIIIa, IgIIIb und IgIIIc) 
codierenden Exons  sind in FGFR-1, -2 (Johnson et al. 1991) und – 3 (Chellaiah et 
al. 1994) nebeneinander im selben Muster angeordnet. 
Beim FGFR4 gibt es nur eine mögliche Form von IgIII Domäne (Vainikka et al. 
1992). 
IgIIIa codiert für ein gekürztes Protein, welches sezerniert wird aber kein 
Transmembranprotein ist. Daher kann es nicht selbstständig ein extrazelluläres 
Signal übermitteln, obwohl es FGFs absondern und FGF – Signalisierung  
verhindern kann.  
Da die unterschiedliche Exprimierung von IgIIIb  wichtig für die FGF – Signal – 
Spezifität ist, könnte man daraus schließen, dass dieselbe IgIII – Domäne 
Bindungsspezifität verleiht unabhängig welches FGFR – Gen exprimiert wird. Dies 
ist aber nicht der Fall, zB. FGF7 bindet FGFR2 (IIIb) aber nicht FGFR1 (IIIb) oder 
FGFR3(IIIb), obwohl alle 3 die gleiche Splicevariante (IgIIIb) besitzen (Ornitz: 1996). 
Alternatives mRNA Splicen  im FGFR – Gen bestimmt die Sequenz der Carboxy-
terminal –Hälfte  der Immunglobulin-Domäne, was zu den 2 Isoformen von FGFR 
führt, IIIb und IIIc (Miki et al. 1992;  Chellaiah et al. 1994).  
Bei in vitro - Modellen wurde eine Bindungsspezifität festgestellt für jede splice Form 
von FGFR1-3 und für FGFR4, der nicht alternativ gesplicet wird (Ornitz et al. 1996). 
Das FGFR2 - Gen codiert für mehrere Splice – Varianten (Dionne et al. 1990;  Miki 
et al. 1991; Savagner et al. 1994;  Katoh and Katoh 2005). 
2.14.2 FGFR und Darmkrebs 
Dass FGF und ihre Rezeptoren im Darm vorhanden sind wurde mehrfach 
beschrieben. Weiters wurde gezeigt, dass sie die Proliferation von  
Darmepithelzellen stimulieren (Nice et al. 1991; Dignass et al. 1994; Housley et al. 
1994). 
Bei Kolonkazinomzellen wurde gezeigt, dass   FGFR1-IIIc autokrin überreguliert,  
wohingegen  FGFR3-IIIb runterreguliert wurde (Tomlinson, Hurst, & Knowles, 2007).  
In unserem Labor wurde nachgewiesen,  dass die Expression von FGF18 während 
der Tumorprogression in Kolonkarzinomzellen erhöht wird, sowohl auf mRNA- als 
auch auf Proteinniveau. Weiters wurde gezeigt, dass FGF18  das Wachstum von 
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Tumorzellen stimuliert und ihr Überleben und ihre Fähigkeit zur Migration fördert.  
Zusätzlich erhöht er Wachstum und Migration von Tumor-assoziierten Fibroblasten 
und induziert Gefäßbildung in Endothelzellen (Sonvilla et al. 2008). Ebenso wurde 
gezeigt, dass FGFR3-IIIc bei Coloncarzinomen Zellwachstum und Zellmigration 
stimuliert (Sonvilla et al. 2010). 
2.15. FGFR4 
FGF4  (genauso wie FGF3F und FGF19) liegt am Chromosom11q13 lokalisiert.  
Beim FGF – Rezeptor 4 Gen wurde ein Polymorphismus (Gly388Arg) gefunden, der 
mit erhöhtem individuellen Risiko für Brust-, Prostata- und kolorektalem Krebs 
korreliert. Patienten mit Arg388 – Allel haben geringere Überlebenschancen als  
Träger des Gly/Gly – Homozygoten (Falvella et al. 2009; Spinola et al. 2005; 
FitzGerald et al. 2009; FitzGerald et al. 2009).  
Es kommt aufgrund einer Keimbahn – Mutation im FGFR4 – Gen zu einer 
Expression von FGFR4, die entweder Glycin oder Arginin am Codon 388 enthält. 
Bei diesem Single – Nukleotid - Polymorphismus wird also Glycin durch Arginin an 
der Aminosäure 388  ersetzt. Lungenkrebs betreffend wurde gezeigt, dass Patienten 
des Arg/Arg – Genotyps  oder Gly/Arg – Genotyp  verglichen mit  Gly/Gly Genotyp – 
Trägern  schon jünger an Krebs erkranken, durchschnittlich 60,2 gegenüber 63,4 
Jahre (Spinola et al. 2005). Die Rolle des FGFR4 während der Tumorgenese wird 
durch eine erhöhte Expression deutlich. Zum Beispiel wird FGFR4  sehr stark 
exprimiert in RMS (Rhabdomyosarcoma), sowohl auf RNA- als auch auf Protein – 
Niveau und agiert so als Onkogen (Khan et al. 2001; Baird, Davis et al. 2005;  Taylor 
et al. 2009). Die Überexprimierung von entscheidenden Genen, wie zB. FGFR4, die 
zu einem unkontrollierten Zellwachstum führt,  ist eines der ausschlaggebenden 
Ereignisse bei maligner Progression (Bange et al. 2002). FGFR4 spielt weiters eine 
Schlüsselrolle bei myogener Differenzierung und Muskelregeneration nach 
Verletzungen (Zhao et al. 2006; Zhao and Hoffman 2004). Auch Kolonkrebs 
betreffend wird  das FGFR4 Arg388 – Allel mit schlechterer Prognosen in 
Zusammenhang gebracht (Bange et al. 2002). 
Die Expression des FGFR4 Arg388- Allel resultiert in gesteigerter Zellmotilität und 
Gewebsbefall, sowie einer Hochregulierung von Genen wie uPAR (Wang et al. 
2004) und Ehm2 (Wang et al. 2008), welche Gewebsbefall und Metastasierung 
steigern. Yang vermutet einen ein Zusammenwirken des Polymorphismus mit TP53 
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das krankheitsspezifische Überleben der Patienten betreffend (Yang et al. 2006). Es 
wurde weiters gezeigt, dass FGF4  die Proliferation und Reifung von 
Megakaryocyten  stimuliert (Konishi, Yasuda, Sakamoto, 1996). 
Bei Brustkrebs wurde gezeigt, dass FGFR4 zur Aktivierung des MAPK - Signalwegs 
beiträgt und dadurch die Proliferation stimuliert (Koziczak and Hynes 2004); (Shaoul 
et al. 1995). Das FGFR4 – Protein  wird bei über 30% der Brustkrebs - Patienten 
überexprimiert (Koziczak et al. 2004).  Die Inhibition des FGFR – Signals führt zu 
einer Blockierung der Proliferation in von Brustkrebszellen abgeleiteten Zelllinien, 
die FGFR2 und FGFR4 überexprimieren (Ray et al. 2004). Daraus kann 
geschlossen werden, dass beide Rezeptoren als Onkogene bei 
Brustkrebserkrankungen agieren. 
Eine neue Studie zeigt, dass die Hinaufregulierung der Expression des  FGFR4 - 
Gens zu einer Chemotherapie – Resitenz führen kann (Roidl et al. 2009). Dabei 
wurde gezeigt, dass die FGFR4 – Expression bei Doxorubicin - behandelten, 
apoptoseresistenten Krebszellklonen  erhöht ist.  (Knights and Cook 2010). FGFR4 
wird mit aggressiven und großen Tumoren in Zusammenhang gebracht. Bisher ist 
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3. MATERIAL UND METHODEN  
 
3.1. Zellkultur 
3.1.1. Zellkultur – Materialien 
Zellkulturschalen: Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland Petrischalen mit einem 
Durchmesser von 6 oder 10cm. 6- und 12-Wellplatten 
Medium: Minmal Essential Medium (MEM), Sigma, St. Louis, MO, USA mit 
10%FCS, 1g/1 D-Glucose, sowie 0,3g/l Glutamin und 25mM HEPES. Weiters sind 
Vitamine, essentielle Aminosäuren und anorganische Salze., sowie 20µg/ml 
Penicilin – Streptomycin beigemischt. 
 
Penicilin – Streptomycin: PAA Pasching, Österreich 
Fötales Kälberserum (FCS): PAA, Pasching, Österreich 
Rinderserumalbumin (BSA): Sigma, St. Louis, MO, USA 
Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS): Sigma St. Louis, MO, USA  
PBS – EDTA: Merck, Darmstadt, Deutschland, 10mM EDTA in PBS 
Trypsin/EDTA:  PAA, Pasching, Österreich 
G418: PAA, Pasching, Österreich, Stocklösung 50mg/ml 




Humane kolorektale Karzinomzellen, von ATCC (CCL.247) 
Die Zelllinie HCT116 wurde aus einem primären Kolonkarzinom durch MG Brattain 
et al. isoliert (Brattain et al. 1981). Der Patient hatte das HNPCC – Syndrom und 
daher weisen die Zellen einen homozygoten Verlust des hMLH – Gens auf. Weiters 
weist die Zell – Linie eine K-ras Mutation am Codon 13 auf. 
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                  Abb.3.1. . HCT116 Zellen (ATCC) 
 
Splitten der Zellen:  
Wenn Zellen zu cirka 90% konfluent sind, werden sie gesplittet: 1:5, 1:10, 1:20. Das 
Medium wird abgesaugt und die Zellen mit PBS/EDTA gewaschen, dannach für 5-10 
Minuten mit Trypsin bei 37Grad inkubiert. Wenn sie sich abgelöst haben, werden sie 
in Medium aufgenommen und umgesetzt, je nach Versuchsansatz in Petrischalen 
mit 6cm-, 10cm – Durchmesser, 6-Well-Paltten, 24-Well-Platten oder 96-Wellplatten. 
3.1.3. Colony Formation Assay 
Der Assay bestimmt die Fähigkeit von Tumorzellen aus sehr dünnen Kulturen zu 
Kolonien heranzuwachsen. 
Es werden  6 Wellplatten verwendet und 1x102 Zellen/Well hingesetzt.  10% FCS 
MEM werden zugegeben. Zellen, die sich nicht angeheftet haben, werden nach 24 
Stunden entfernt und frisches Medium wird zugegeben. Nach 7 Tagen wird das 
Medium abgesaugt und die Kulturen mit PBS gewaschen und 20min bei -20ºC mit 
Methanol fixiert. Dann wird wieder mit PBS gewaschen und die Kolonien mit 0,01% 
Kristallviolet in PBS für ein paar Minuten gefärbt. Es wird mit PBS gewaschen, die 
Platten trocknen gelassen und die Kolonien ausgezählt.  
3.1.4.  Filter Migration Assay 
Der Filter Migration Assay prüft die Fähigkeit der Zellen zu wandern. 
Es werden Filtermembranen mit  8-µm-Poren – Größe in 24 – Wellplatten 
verwendet. Die Zellen werden mit einer Dichte von  8x104 Zellen/Wellen zu jeweils 
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0.2 ml Medium in den Filter und 0.8 ml Medium in die untere Kammer gegeben. Der 
Filter wird nach 24h entfernt. 
- Der Filter wird mit PBS gewaschen, und die an der oberen Seite des Filters 
sitzenden Zellen werden mit einem Wattestäbchen vorsichtig entfernt, es wird 
ein zweites Mal mit PBS gewaschen. Dann werden die Zellen mit Methanol 
fixiert bei -20°C. Es wird wieder mit PBS gewaschen und danach die Zellen 
mit  0.01% Kristallviolett in PBS für ein paar Minuten gefärbt. Es wird 
nochmals mit PBS gewaschen, dann trocknen gelassen und zuletzt die 
Kolonien gezählt. 
- Das Medium in der unteren Kammer wird gewechselt und für 4-7 Tage 
inkubiert. Das Medium wird abgesaugt und es wird mit PBS gewaschen, dan 
wieder fixiert und gefärbt wie oben beschrieben. 
3.1.5. Soft Agar Assay 
Der Soft Agar Assay prüft die Fähigkeit der Zellen zu wachsen, ohne an eine 
Unterlage angehefet zu sein. Dazu werden sie in Softagar kultiviert. Die Größe und 
Anzahl der gebildeten Kolonien ist ein Maß für die Malignität der Zellen. 
Es wird zuerst ein Boden aus Agar in 6-Well-Platten gegossen der über Nacht im 
Brustschrank fest wird. Am nächsten Tag wird eine weitere Agar-Schicht darüber 
gegoßen, in der die Zellen enthalten sind. Die Platte kommt für 3min in den 
Kühlschrank, damit der Agar fest werden kann und danach für 3 Wochen in den 
Brutschrank. 
Medium für den Soft Agar Assays: 
10ml 10x RPMI (Sigma, St. Louis, MO, USA) 
2ml NaHCO3 
1ml L-Glutamin,  
17ml Aqua Bidest,  
50µl Folsäure (amg/ml in NaHCO3)  
Die Lösung sollte einen pH – Wert von 8 haben. Das Medium wird steril filtriert und 
FCS und Penicillin/Streptomycin dazugegeben. Das Medium wird auf 37-40°C bis 
zum nächsten Tag gelagert. 
Zubereitung des Agars:  
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1,2g Agar und 80ml steriles Aqua Bidest werden in der Mikrowelle aufgekocht, 20ml 
vorgewärmtes Wasser hinzugegeben und im Wasserbad auf eine Temperatur von 
40°C gebracht. Zum Gießen des Bodens wird der Agar mit dem Medium 1:1 
gemischt. 5x103 Zellen werden mit Trypsin/EDTA gelöst,  in 750µl Medium 
aufgenommen und dieselbe Menge warmer Agar wird zum Medium mit den Zellen 
gemischt. Jeweils 1,5ml werden auf die Wells der  6 – Wellplatte, welche schon eine 
Schicht Agar enthielten, aufgetragen. Diese wird für 3 min auf 4C abgekühlt, 
dadurch wird der Agar fest. Anschließend  werden die Platten für 3 Wochen im 
Brutschrank bei 37C inkubiert. 
Die Anzahl der gebildeten Mikroskop wird unter dem Mikroskop auf 5 verschiedenen 
Feldern der Wells ausgezählt. 
3.2. Protein Expression 
3.2.1. FACS-Analyse (fluorescence activated cell sorting) 
Mithilfe der Durchflußzytometrie werden Zellen nach Fluoreszenzintensität analysiert 
und sortiert. Sowohl fluoreszenzmarkierte Antikörper als auch DNA und RNA 
können so bestimmt werden. Um den DNA – Gehalt zu bestimmen werden die 
Kerne isoliert und mit  PE inkubiert. Der Fluoreszenzfarbstoff bindet an die DNA. Die 
Kerne werden durch eine Kapillare einzeln aufgesaugt und passieren einen 
Anregungslichtstrahl. Das erzeugt Fluoreszenzlicht wird mittels Detektoren 
gemesseund korreliert mit dem Gehalt der DNA. Die Bestimmung von 
Zelloberflächenproteinen ist mithilfe von Antikörpern möglich die mit Fluoreszenz – 
Farbstoffen kunjugiert sind. So kann eine Sortierung verschiedener Merkmale 
erfolgen. 
 
Aufbereitung der Zellen für die FACS: 
Die Zellen sollten 50-70% konfluent sein. Zuerst wird das Medium abgesaugt, dann 
werden die Zellen mit PBS-EDTA gewaschen und abtrypsinisiert. Zellen werden in 
neuem Medium resuspendiert und ausgezählt: 0,25-1x106. Waschen mit 1ml PBS, 
vortexen, zentrifugieren 5min bei 1500rpm. Resuspendieren in 100µl PBS. Blocken 
durch Zugabe von 30µl FCS und Inkubation von 10 Minuten auf Eis. 
Von nun an muss im Dunklen gearbeitet werden, da sonst der Antikörper ausbleicht. 
Zugabe des Antikörpers: 
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Normale Proben: Zugabe des PE - konjugierten Antikörpers, pro 130µl Volumen der 
Probe kommen 13µl Antikörper. 
Kontrollen: gleiches Volumen an Kontroll –Antikörper (Maus Ig alpha PE konj.) 
zugeben. 
Mindestens 45 Minuten inkubieren, mit Alufolie abdecken! Waschen mit 1ml PBS, 
vortexen und zenrifugieren für 5min bei 1500rpm, 4ºC. Überstand absaugen und 
Pellet in 500µl PBS resuspendieren und in FACS – Röhrchen überführen. 
Es wird ein FACScalibur Gerät (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) zur 
Messung verwendet. Die verwendete Software ist CELLQUEST (BD Biosciences, 
Franklin Lakes, NJ, USA) und MOD-FIT. 
3.3. RNA – und DNA-Expression 
3.3.1. RNA Isolation 
Die RNA – Isolation  liefert eine Momentaufnahme der Zelltätigkeit, da nur die Gene, 
welche zu dem exakten Moment in der Zelle transkribiert werden, vorliegen. 
Lösungen für die RNA - Isolation: 
0,1M NaOH 
DEPC – Wasser 




Es muss unbedingt RNAse – frei und auf Eis gearbeitet werden. Auch die Zentrifuge 
sollte gekühlt sein (4ºC). 
Das Medium wird gründlich abgesaugt, 1ml Trizol auf 10er PD gegeben und für 
10min auf Eis inkubiert. Die Zellen werden  abgeschabt und 3x in steriler Spritze 
aufgezogen und ausgestoßen, 200µl Chlorophorm zugeben und gevortext, 10min 
auf Eis stehen gelassen, bei 15000 rpm für 15 Minuten zentrifugiert, die obere  
Phase abgenommen und in steriles Eppi übergeführt. Die Hälfte der Trizolmenge 
(0,5ml) Isopropanol wird zugeben (RNA-Fällung), für 30sec geschüttelt, 10min auf 
Eis stehen gelassen, zentrifugiert bei 12200rpm für 10min, der Überstand mit Pipette 
agenommen und das Pellet in 1ml 70%EtOH in DEPC gewaschen, zentrifugiert bei 
15000rpm für 15min, der Überstand abgesaugt, das Pellet trocknen gelassen und in 
30-50µl DEPC aufgenomen und bei 65-70ºC inkubiert (um RNA zu denaturieren). 
MATERIAL UND METHODEN___________________________________________ 
 46
Die RNA-Lösung wird bei -80ºC gelagert oder quantitativ photometrisch gemessen 
bei 260/280nm. 
 
RNA – Quantifizierung: 
Um die RNA Menge in den Proben zu messen wird ein NanodropTM 
Spektrophotometer (Peylab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland) verwendet. Die  
verwendete Software ist ND1000. 
3.3.2. cDNA – Synthese 
Die RNA – Konzentration sollte 5 µg/10µl nukleasefreies Wasser betragen, es 
werden 2,5µl Random Hexamer Primer Mix hinzugegeben und bei 70°C für 5min 
inkubiert. Danach wird auf 4°C  abgekühlt. 6.5µl des zuvor zubereiteten  Mastermix 
werden hinzugegeben und für 5min bei 25°C inkubiert. Es wird 1µl reverse 
Transkriptase (RevertAidTM MmuLV) hinzugegeben und bei 20ºC für 10min inkubiert, 
danach für eine Stunde bei 42ºC, bei 70ºC für 10min und dann wieder auf 4ºC 
abgekühlt. Es werden 80µl DEPC - Wasser dazugegeben und die cDNA – Lösung 
mit einer Konzentration von 5µg/100µl, wird bei -20ºC gelagert. 
Lösungen für die cDNA – Synthese: 
Random Hexamer Primer Mix: 
1 µl 100µM Hexamer Primer Lösung (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) 
 0.5 µl DEPC - Wasser 
Mastermix: 
4 µl 5 x Einzelstrang Puffer (MmuLV – Puffer, Fermentas, Burlington, Kanada) 
2 µl dNTP Mix (10 µl jedes Nukleotids in 60 µl DEPC – Wasser, Roche, Basel, Schweiz) 
0.5 µl RNAse inhibitor (Fermentas, Burlington, Kanada) 
 
3.3.3. Polymerase Chain Reaction (PCR) 
Die PCR bewirkt eine selektive Amplifizierung eines bestimmten DNA-Abschnitts. 
Es muss auf Eis gearbeitet werden während die PCR in Tubes angesetzt wird. Es 
werden jeweils 6,5µl cDNA-Mix für das Haushaltsgen und für das gesuchte Gen 
pipettiert. Dann werden 6µl Primer-Mix zugegeben. Zu den 12,5µl wird dieselbe 
Menge PCR-Mastermix zugegeben, sodass ein Gesamtvolumen von 25µl 
zustandekommt. Die Proben kommen ins PCR-Gerät (iCycler, BioRad, Hercules). 
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Das Haushaltsgen (GAPDH) wird früher, nach 22 Zyklen, herausgenommen. Die 
DNA wird anschließend auf  –20°C eingefroren. 
Lösungen für die PCR: 




CDNA-Mix :  1µl cDNA 
                     5µl DEPC                     
Primer-Mix : 1µl 3´-Primer 
                     1µl 5´-Primer 
                     4µl  DEPC   
3.3.4. Gelelektrophorese 
Es werden 10µl PCR-Produkt und 2µl 6xloading buffer zusammenpipettiert. Weiters 
1µl Marker und 2µl 6xloading buffer. Die Proben werden auf das Gel aufgetragen 
und für 60min bei Volt laufengelassen. 
Lösungen für das Gel: 
150µl TAE 50% 
1,125 ml Acryalamid 
6,175ml Abidest 
5µl TEMED 
50µl  10%APS 
6x loading buffer: 
             -0,24g Harnstoff 
             -0,4g Saccharose 
             -0,001g Bromphenolblau 
             -0,001g Xylenolblau 
              Auf 1l mit 1xTAE auffüllen 
Marker: 100bp 
3.3.5. PCR Arg338Gly Polymorphismus 
Lösungen für den Verdau: 
2,5µl    Wasser 
1µl      MspI 
1,5µl   10xPuffer Tango 
10µl     PCR Produkt 
Eine Stunde bei 37ºC inkubieren. 
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Lösungen für das Gel: 
2,4ml    5xTBE 
2,76ml   PA 
6,84ml  Wasser 
100µl    APS 
10µl     TEMED 
1,5h auspolymerisieren lassen. Dann wird das Gel für 60min bei 125 Volt laufen 
gelassen. 
 
3.3.6. Real time quantitative PCR 
Die rt – PCR (qPCR) bietet, wie die normale PCR, die Möglichkiet zur Amplifizierung 
eines DNA -Abschnittes, macht jedoch zusaätzlich die Quantifizierung der 
gewonnenen DNA möglich. Sogenannte Taqman® Proben binden während dem 
Vorgang der Amplifizierung an das zu untersuchende Gen. Dieses Taqman® 
Proben sind mit 2 unterschiedlichen Farbstoffen markiert, einem Reporter und einem 
sogenannten Quencher („Löscher“). Es kann keine Fluoreszenz gemessen werden 
solange sich der Reporter in der Nähe des Quenchers befindet, der Quencher 
unterdrückt diese.  Wenn sich der Quencher infolge des Abbaus der Taqman® 
Probe durch die Taq-Polymerase vom Reporter wegbewegt, kann die 
Reporterfluoreszenz gemessen werden. 
9µl cDNA-Mix werden zu 11µl Mastermix pipettiert und auf eine speziell für rt-PCRs 
angefertigte 96Well-Platte aufgetragen. Die Paltte wird mit einer Folie abgeklebt und 
anschließend für 5min bei  Raumtemperatur und 1500rpm zentrifugiert. Die rt-PCR 
läuft in einem ABI PRISM 7000 Thermocycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, 
USA). Die Expressionslevel folgender Gene wurden gemessen: GAPDH, FGFR4Arg, 
FGFR4Gly, FGFR4pcDNA3 und FGFR4GFP. 
Die Auswertung erfolgt mit der ABI PRSIM 7000 SDS software (Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA) und der sogenannten ∆∆c Berechungsmethode. Das 
untersuchte Gen wird in Korrelation zum Haushaltsgen, GAPDH, gesetzt, um eine 
genaue Quantifizierung der Expression zu gewährleisten. 
 
 
Lösungen für die rt-PCR: 
cDNA-Mix:  
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1µl cDNA 
 8µl nukleasefreies Wasser 
rtPCR-Mastermix:  
1µl Taqman®-Probe, spezifisch für bestimmtes Gen (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 
10µl Taqman® Universal PCR-Mastermix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 
3.4. Transfektion 
 3.4.1.Elektroporation   
Mithilfe eines elektrischen Feldes, das durch einen Kondensator erzeugt wird die 
Zellmembran durchlässig gemacht und die DNA kann eingeschleust wurden. 
Die Zellen werden mit PBS gewaschen und abtrypsinisiert. Anschließend werden 
800µl mit 5x106 Zellen in Küvetten gegeben.  
3.4.2. Lipofektion 
Die angehefteten Zellen werden auf 6 - Wellplatten transfektiert, Mittels Biorad - 
Transfectin  Lipid Reagens. 
Lösungen für die Lipofektion: 
3 µg Plasmid DNA 
10 µl Transfectin 
125 µl SFM 
 
Die Plasmid- und die Transfectin –Mischungen werden zusammengemischt und 20 
min bei Raumtemperatur inkubiert. Die DNA – Transfectin Komplexe werden nun zu 
den Zellen gegeben. Die Zellen werden bei 37ºC inkubiert und nach 4-6 Stunden 
wird das Medium gewechselt. Anschließend erfolgt eine Selektion der stabilen Klone 
mit Geneticin (G418) für 3 Wochen. 
 
3.5. Statistische Analysen 
Statistische Analysen wurden mit GraphPad Prism 5 durchgeführt. Es wurden 
folgendes Test durchgeführt:  Kruskal – Wallis - Verfahren, Two way ANOVA- und 






4.1. Herstellung von FGFR4 – überexprimierenden Zellinien 
4.1.1. Expression auf DNA-Niveau 
Es wurden Plasmide  die unterschiedliche Arten von FGFR4 exprimieren in die 
Zelllinie HCT116 transfektiert : eine Gly –und eine eine Arg – Variante des 
Rezeptors, sowie PCDNA3 und GFP als Kontrollen (Abb.4.1). 
Stabile Klone wurden durch Selektion mithilfe von G418 selektioniert. Nach ungefähr 
3 Wochen bildeten sich überexprimierende Klone und die Überexpression  auf 
mRNA – Niveau wurde mittels RT-PCR nachgewiesen. 
Die lipofektierten Zellen zeigten bessere Expressionsraten als die elektroporierten., 
und zwar exprimieren die FGFR4Arg - Transfektanten den Rezeptor 12,5 mal stärker 
als die pcDNA3 – Kontrolle. FGFR4Gly – Transfektanten 7,5-fach stärker (Abb.4.1.). 
Die elektroporierten FGFR4Arg – Transfektanten zeigen eine 8,3 mal und die 
FGFR4Gly – Transfektanten eine 6,6 mal stärkere Expression. Abb. 4.1. zeigt die 
unterschiedlichen Expressionsraten. 
 
Abb.4.1. PCR der FGFR4Arg –, FGFR4Gly  - Transfektanten, sowie der pcDNA3- und GFP - Kontrollen 
2. Die  Exprimierungsraten der FGFR4Arg –und FGFR4Gly  - Transfektanten, sowie der Kontrollen, pcDNA3 






Zum Nachweis der polymorphen Formen von FGFR die die Zellen exprimieren, 
wurden FGFR4Arg  und FGFR4Gly   PCR – Produkte einer 
Restriktionsfragmentanalyse unterworfen. Abb.4.2. zeigt, dass die Transfektanten 
tatsächlich die gewünschte Rezeptorvariante exprimieren. Es wurden jene Klone 
untersucht, die die stärkste Überexprimierung zeigten, also die lipofektierten 
Varianten.  
                                          
 
Abb.4.2. PCR des Arg/Gly – Polymorphismus, FGFR4Arg haben die erste Schnittstelle verloren, wodurch 
ein größeres Bruchstück übrigbleibt. Ohne Schnittstelle liegt die Bande bei 168b, bei FGFR4Arg jeweils 
bei 50b und 115b.. Bei FGFR4Gly bei 30b, 50b und 85b. 
 
                         
4.1.2. Protein – Expression 
Um eine Überexpression von FGFR4 an der Zellmembran zu zeigen wurde eine 
FACS – Analyse durchgeführt. Der Anteil von FGFR4 - positiv gefärbten Zellen in 
den Kontrollkulturen ist äußerst niedrig (6,21% ). In FGFR4Gly Transfektanten ist der 
Anteil gleich während in FGFR4Arg Tranfektanten eine Verdopplung auf 13,9% zu 
beobachten war. Es wurde nach dem Kruskal – Wallis – Verfahren getestet, die 
Ergebnisse sind nicht signifikant. 
                                         
 







Abb.4.3.1. FACS - Analyse der FGFR4Arg - , FGFR4Gly – Transfektanten sowie der Kontroll – Kultur 
pcDNA3, 4.3.2. Zusammenfassung der Mittelwerte der betreffenden Kulturen 
4.2. Biologische Konsequenzen der FGFR4 - Überexpression 
4.2.1. Colony formation Assay 
Um die Fähigkeit der Transfektanten zu bestimmen, in sehr dünnen Kulturen zu 
wachsen und Kolonien zu bilden, wurden je 400 Zellen in  6-Well-Platten angesetzt 
und nach 5 Tagen die Anzahl der gebildeten Kolonien bestimmt. 
 
Abb.4.4.1. Kolonie – Bildung der  FGFR4Arg - , FGFR4Gly  Transfektanten sowie der Kontrollen GFP und 




Eine quantitative Auswertung der Kolonienzahl zeigt, dass die  Fähigkeit Kolonien zu 
bilden bei  FGFR4Arg und FGFR4Gly – Zellen deutlich besser war als bei den 
Kontrollen (Abb.4.4.1). Dieses Ergebnis ist signifikant  (ANOVA; p= 0,0136). 
Insbesondere ist die Zahl der Klone der  FGFR4Arg-Transfektanten gegenüber der 
Kontrolle signifikant erhöht. Dies wurde mit ANOVA und Bonferroni – Posttest 
herausgefunden. Weiters fiel auf, dass die FGFR4Gly - Zellen große Kolonien und die 
FGFR4Arg – Zellen kleine Kolonien bilden (Abb. 4.5). 
 
 
Abb.4.5. Größenvergleich der FGFR4Arg  - und FGFR 4Gly- Kolonien 
 
4.2.2. Filter migration Assay 
Mit diesem Assay wird das Migrationsverhalten verschiedener Zellen untersucht. Es 
wurden jeweils 80 000 Zellen/Well auf Filter in 24-Well-Platten hingestetzt. Nach 24 
Stunden wurde der Filter entfernt und weitere 3 Tage später fixiert, gefärbt und 
ausgezählt, wieviele Zellen hindurch gewandert sind (Abb.4.6). Die quantitative 
Auswertung ergab, dass die FGFR4Arg - Transfektanten am besten gewandert sind 
und zwar die 6 fache Menge an Zellen gegenüber der Kontrolle. Bei den FGFR4Gly – 
Transfektanten migrierten doppelt soviele. Das Ergebnis ist signifikant (ANOVA; 
p=0,0020). Vorallem ist die Migrationsfähigkeit der FGFR4Arg - Transfektanten 
gegenüber der Kontrolle signifikant erhöht. Die FGFR4Arg – Transfektanten wandern 
signifikant besser als die FGFR4Gly – Transfektanten.  Dies wurde mit ANOVA und 
Bonferroni – Posttest bestätigt. Auffallend war wieder, dass die Gly - Variante die 




Abb.4.6.1.  Migration Assay der Kontrolle GFP und der FGFR4Arg  - und FGFR 4Gly- Zellen 4.6.2. 
Zusammenfassung der Mittelwerte der jeweiligen Zellarten 
4.2.3. Soft Agar Assay 
Die Fähigkeit ohne Kontakt zu einem spezifischen Untergrund Kolonien zu bilden, 
und somit autonom zu wachsen wurde mit dem Soft Agar Assay untersucht. Es 
wurden je 5000 Zellen hingesetzt und 3 Wochen später ausgezählt. Die FGFR4Gly -  
Zellen wuchsen am besten und bildet die größten Kolonien, während die FGFR4Arg – 
Zellen zwar mehr Kolonien als die Kontrollen bildeten, diese waren aber deutlich 
kleiner als jene der FGFR4Gly  - Zellen (s. Abb.4.7). Dieses Ergebnis ist nicht 
signifikant. 
    
Abb.4.7.1. Soft Agar Assay derFGFR4Arg , FGFR 4Gly- Zellen, sowie der Kontrollen pcDNA3 und GFP     




5.1. Ziel der Arbeit 
Ziel der Diplomarbeit war es, die Auswirkungen einer FGFR4 Überexpression in 
HCT116 Kolonkarzinomzellinien zu untersuchen. Aus früheren Arbeiten mit SW480 
Kolonkarzinomzellen in der Gruppe war bekannt, dass beide polymorphen Formen 
des Rezeptors Clonogenicity, Migration sowie auch Wachstum in Soft-Agarmedien 
stimulierten. Die beiden Zellinien haben einen Gly/gly homozygoten Genotyp, 
unterscheiden sich aber deutlich in Ihrer Expression von FGFR4, die in HCT116 
deutlich höher liegt. Daher ergab sich die Frage, ob dieser Unterschied in der 
endogene Expression die Auswirkungen einer Überexpression beeinflusst und 
möglicherweise abmildern kann. 
5.2. Zusammenfassung der Ergebnisse 
Es wurden Transfektanten hergestellt die größere Mengen FGFR4 exprimieren 
sollen als die Kontrollen. Die FGFR4Arg – Transfektanten zeigen eine 12,5 fach 
stärkere Expressionsrate als die Kontrollen, die Gly – Transfektanten eine 7,5fache. 
Die Überexpression von FGFR4 wurde an der Zellmembran mittels FACS – Analyse 
überprüft. Nur die FGFR4Arg  - Transfektanten zeigten eine Verdopplung der 
angefärbten Zellen mit 13,9% im Vergleich zu den Kontrollkulturen (6,21%), die 
FGFR4Gly Transfektanten hatten einen gleichgroßen Anteil angefärbter Zellen wie 
die Kontrolle. 
Die Fähigkeit der Transfektanten zu wachsen und Kulturen zu bilden wurde mithilfe 
des Colonly formation Assays untersucht. Sowohl die FGFR4Arg  -  als auch die 
FGFR4Gly  - Transfektanten wuchsen schneller als die Kontrollen.   
 
Ob dieses Überexpression zu verstärkter Migration und anderen biologischen 
Konsequenzen  führt wurde mit verschiedenen Assays überprüft. Die Ergebnisse der 
Migrationassays zeigen, dass die FGFR4Arg  - Transfektanten besser migrieren und 
dadurch eine verstärkte Metastasierung bewirken können. In FGFR4Gly  - 
Transfektanten ist die Fähigkeit nicht so stark ausgeprägt. Die FGFR4Gly  - 
Transfektanten bilden hingegen viel größere Kolonien als die FGFR4Arg  - 
Transfektanten.  Der Grund dafür, dass die FGFR4Gly  - Transfektanten weniger 
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migrieren könnte eine stärkere Anheftung an den Untergrund oder anderen Zellen in 
ihrer Umgebung sein. 
Der Soft Agar Assay unterstützt die Ergebnisse des Colony formation Assays 
insofern, dass die FGFR4Gly  - Transfektanten größere Kolonien als FGFR4Arg  - 
Transfektanten bildet, allerdings im Gegensatz zu dem anderen Assay eine größere 
Anzahl an Kolonien bildet. Im Agarmedium wachsen Zellen, ohne sich an eine 
Unterlage anheften zu können. Unter diesen Bedingungen hatten FGFR4Gly  - 
Transfektanten beider Zellinien das klar bessere Wachstumspotential. Diese 
Eigenschaft stellt im allgemeinen die in vitro Entsprechung des Tumorwachstums in 
Xenotransplatationsmodellen dar. Das war auch in unseren Versuchen mit SW480-
FGFR4 Zellen der Fall: SW480gly Zellen wuchsen schneller und wurden größer als 
SW480arg Tumore.  
Insgesamt ergibt sich auch für HCT116-Transfektanten das Bild, dass beide FGFR4 
Allele onkogene Aktivität besitzen. Die Wirkqualitäten sind allerdings etwas 
unterschiedlich gewichtet: während FGFR4gly eher wachstumsfördernd wirkt, ist 
FGFR4arg eher ein Metastasierungs-Onkogen. Das bestätigt Befunde über die 
Korrelation von FGFR4arg mit der Tumorprogression und der Aggressivität eines 
Tumors (Bange, aber auch andere). Es widerspricht aber jenen Berichten, die dem 
FGFR4gly Allel eine tumorsuppressive Wirkung bescheinigen {(Stadler et al. 2006), 
Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen in Brustkrebszellen sehen wir mit 
Kolonkarzinomzellen durchaus eine Stimulation der Migration auch mit dem gly-Allel. 
Alle Berichte über SW480 – Transfektanten stammen aus persönlicher 
Kommunikation von C. Heinzle (2011). 
5.3. FGFR4 in Diagnose und Therapie des Kolonkarzinoms 
Da die klassischen chemotherapeutischen Wirkstoffe, zB. Doxorubicin, durch ihre 
ungerichtete Wirksamkeit gegen alle in Teilung befindlichen Zellen starke 
Nebenwirkungen verursachen und sowohl intrinsische als auch erworbene 
Resistenzen gegen viele Substanzen bekannt sind, die zu Rezidiven und 
Progression der Metastasierung des Tumors führen können, werden zunehmend 
krebsspezifische Zielstrukturen in Tumorzellen erforscht.  
FGFRs spielen wie viele Rezeptor – Tyrosin – Kinasen eine große Rolle bei 
diversen Wachstums- und Entwicklungsprozessen spielen. Wird ihre Aktivität 
dereguliert können sie als Onkogene wirken und erhalten das Tumorwachstum und 
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die malignen Eigenschaften der Tumorzellen aufrecht. Daher werden sie als 
Zielstrukturen für die Krebstherapie betrachtet (Beenken and Mohammadi 2009); 
(Knights and Cook 2010); (Turner and Grose 2010). 
Besonders FGFRs unterstützen das Überleben der Zellen, wenn diese mit einem 
chemotherapeutischen Wirkstoff behandelt wurden. FGFR-abhängige Signale 
regulieren antiapoptotischen Mechanismen hoch und tragen so zur 
Therapieresistenz bei. In diesem Zusammenhang fanden Roidl et al. heraus, dass 
down-stream MAPK-Signale aktiviert und die Genexpression der anti-apoptotischen 
Proteins bcl-xl und XIAP von FGFR-Signalen als Antwort auf die Behandlung mit 
Doxorubicin bzw. Cyclophosphamide hinaufreguliert wurde (Roidl et al. 2009; Pardo 
et al. 2002; Pardo et al. 2003). Blockade von FGFR Signalen wirkt daher 
synergistisch mit anderen Krebstherapeutika zB. (Fischer et al. 2008). 
Aber auch die Blockade von FGFRs als Alleintherapie wird erforscht. 
Pharmaunternehmen haben TKI´s (Tyrosinkinaseinhibitoren) entwickelt die in früher 
Phase der klinischen Testung sind (Turner and Grose 2010).  
Martinez et al. haben FGFR3 mit Antikörpern geblockt und zeigten, dass diese 
antitumorale Wirkstoffe beim Blasenkrebs sein können.  Auch Qunig et al. zeigten 
dass Antikörper gegen FGFR3 gute Wirkung bei hämatologischen und epithelialen 
Krebsarten haben. Wirkstoffe, die gezielt FGFR4 blockieren gibt es allerdings noch 
nicht.  
Durch seine deutliche Auswirkung auf die Zellmigration ist FGFR4 ein wichtiger 
Kandidat als Therapietarget im kolorektalen Karzinom. Durch seine starke 
Assoziation mit schlechter klinischer Prognose kann es auch als diagnostischer / 
prognostischer Marker genutzt werden. Im Fall des her2 (erbb2) im Brustkrebs gibt 
es eine ähnliche Konstellation: die her2-überexprimierenden Tumore haben die 
deutlich schlechtere Prognose. Allerdings ist her2 ein geeignetes Therapietarget und 
seine Blockierung wirkt gezielt bei Patientinnen mit überexprimiertem her2 (Ghosh et 
al. 2011). Für den FGFR4 im Darmkrebs besteht diese Möglichkeit heute noch nicht. 
Da jedoch FGFR blockierende Medikamente von mehreren Firmen entwickelt 
werden, kann mit einer Einbindung dieser Rezeptoren in innovative 
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APC         Adinomatöse Polyposis coli 
Arg           Arginin 
BSA         Bovines Serumalbumin 
CDNA      complementary DNA 
DCC        Deleted in Colon cancer 
DEPC      Dietyldicarbonat 
EDTA      Ethylendiamintetraacetat 
FACS      Fluorescence acitvated cell sorting, Durchflußzytrometrie 
FAP         Familiäre adenomatöse Polyposis 
FCS         Fetales Kälber Serum 
FGF         Fiboblast Growth Factor 
FGFR      Fibroblast Growth Factor Receptos 
GAPDH   Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
GFP         Grün fluoreszierndes Protein 
GKS-3     Glykogensynthase-3 
Gly           Glycin 
HNPCC   Hederitäres non-polypöses kolorektales Krazinom 
IGF          Insulin like Growth Factor 
JNK         cJun N-terminale Kinase 
MEM        Minimum Essential Medium 
MMR        mismatch-repair 
PBS         Phosphatgepufferte Salzlösung 
PCR         polymerase chain reaction 
QPCR      Real time PCR 
TCF         Cell Transcription Factor 
TEMED    N, N, N, N-Tetramethyl-ethylenediamin 
TGF         Tumor Growth Factor 
VEGF       Vascular Endothelial Growth Factor 






7.2.1. Zusammenfassung deutsch 
Während der Tumorgenese spielt die Deregulation von FGF-Signalen eine große 
Rolle. FGFs können überexprimiert werden, was aufgrund des vielfältigen 
Wirkungsspektrums von FGFs Einfluss auf Migration, Proliferation und Angiogenese 
haben kann. Bei verschiedenen Krebsarten wurde festgestellt dass verschiedenste 
FGFs im Tumorgewebe verglichen mit normalen Zellen überexprimiert wurden. Auf 
Rezeptorlevel wurde beim  FGF – Rezeptor 4 Gen ein Polymorphismus (Gly388Arg) 
gefunden, der mit erhöhtem individuellen Risiko für Brust und kolorektalem Krebs 
korreliert. Patienten mit dem Arg388 – Allel haben geringere Überlebenschance als  
Träger des homozygoten Gly-Gens. FGFR4 wird mit aggressiven und großen 
Tumoren in Zusammenhang gebracht. Bisher ist dieser Zusammenhang Darmkrebs 
betreffend allerdings noch umstritten. In unserem Labor wurden bereits FGFR4 
überexprimierende Darmkrebszellen hergestellt und deren biologische 
Eigenschaften untersucht. Die dabei verwendete  Zelllinie SW480 ist typisch für die 
spontane Entstehung von Darmkrebs. Sie exprimiert nur geringe Mengen an FGFR4 
und besitzt einen Gly/Gly Genotyp. Es ist bei der Arbeit mit in vitro Modellen jedoch 
wichtig, mehrere unterschiedliche Zellinien einzusetzen. Die zweite ausgewählte 
Zellinie ist HCT116. Die Zellen sind (so wie SW480) Gly/Gly in ihrem Genotyp, 
exprimieren aber deutlich höhere Mengen an FGFR4 mRNA. 
Die Aufgabe meiner Diplomarbeit war die Herstellung FGFR4 überexprimierender 
HCT116 Zellen und ihre biologische Charakterisierung.Es wurden Transfektanten 
hergestellt, welche FGFR4 überexprimierten. Die Fähigkeit der Transfektanten zu 
wachsen und Kulturen zu bilden wurde mithilfe des Colony Formation Assays 
untersucht. Sowohl die FGFR4Arg  -  als auch die FGFR4Gly  - Transfektanten 
wuchsen schneller als die Kontrollen. Es konnte weiters gezeigt werden, dass die 
FGFR4Arg  - Transfektanten besser migrieren und dadurch eine verstärkte 
Metastasierung bewirken können. Mit einem Soft Agar Assay, der ein Wachstum 
ohne Anheftungsmöglichkeit bietet, wurde gezeigt, dass die Transfektanten das 
bessere Wachstumspotential hatte gegenüber den Kontrollen.  
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass beide FGFR4 Allele onkogene 
Aktivität besitzen. FGFR4gly wirkt eher wachstumsfördernd, wohingegen FGFR4arg 





During tumorgenesis the deregulation of FGF-signals play an important role. FGFs 
can be overexpressed and thus influence migration, proliferation and angiogenesis. 
An overexpression of different FGFs compared to normal tissues has been observed 
in different types of tumours. At FGFR-level a  polymorphism was found in the 
FGFR4 gene, that correlates with an increased risk for breast- and colorectal cancer. 
Patients carrying the Arg388 allel have a decreased survival rate as compared to 
komozygous carriers of the Glg-allel. A correlation between FGFR4 and aggressive 
and large tumours has been observed. Concerning colon cancer,  this correlation is 
controversial so far. In our lab FGFR4 overexpressing coloncancercells were already 
constructed. The used cell line SW480 is typical for spontaneous development of 
colon cancer. It epresses low amounts of FGFR4 and has a Gly/Gly genotype. 
Because it is very important to use different cell lines when  when working with in 
vitro modells, we chose HCT116 as the second cell line. Like SW480, HCT 116 cells 
have  a Gly/Gly genotype, but they express higher amounts of FGFR4 mRNA. 
The aim of my diploma thesis was the production of FGFR4 overexpressing HCT116 
cells and their biological characterization. Tranfectants, overexpressing FGFR4, 
were priduces and their ability to grow an form cultures was tested with a Colony 
Formation assay. Both FGFR4Arg and FGFR4Gly tranfectants grew faster than the 
controls. Further, the FGFR4Arg were better in migrating and could therefore cause 
an increased metastasis. To study the growth of the cells without an adhesion to  a 
substrate we performed a Soft Agar assays and also here the transfectants have the 
better potential to grow, compared to the controls. 
In summary it could be shown that both FGFR4 allels have oncogenic activities. 
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